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総論の部



総論の部

緒言

　薬物を皮膚から投与するTwamsdewaag　Drug　De豊9very　System（TDDS）もしく

はTr蹴sdem認Tkevapeutgc　Syst£m（TTS）は、薬物の肝臓での初回通過代謝の

回避、一回の投与で長時間にわたる薬物血中濃度の維持、投与の簡便さなど

の利点を有し、患者のQOLの向上ばかりでなく、高齢化社会においても極め

て有用であると思われる。しかしながら、外因物質やウイルス等の浸透や侵

入、さらには体液の蒸散に対するバリヤー機能を有する皮膚（特に、脂質に

富んだ角質層）は、薬物の吸収に対してもバリヤーとして働くため、ほとん

どの薬物の吸収性は著しく低い。よって、TDDSとして製剤化された薬物は、

ニトログリセリンや硝酸イソソルビドなど十種類程度の薬物しかない現状に

ある。薬物の経皮吸収速度は、薬物の脂溶性、分子量及び溶解度といった物

理化学的性質によって決定される。ほとんどの薬物の製剤化を断念せざるを

得ないのは、薬理効果を得るのに十分な吸収速度を得るためのこれら物性の

条件が満たされないためである。それゆえ、当研究室を含む多数の研究グル

ープが今日までに有用性の高いTDDSを開発するために、皮膚吸収性に関わ

る基本的な研究を積み重ねる一方で、皮膚吸収性の低い薬物の吸収を改善す

るために、製剤中に適切な吸収促進剤を含有させ吸収を促進させる化学的促

進法1“3）や、電気的駆動力を利用してイオン性の薬物の吸収を電流または電圧

により制御するイオントフォレーシス4”6）、超音波の周波数や照射時間で薬物

透過を制御するフォノフォレーシス7“9）などの物理的促進方法を検討してきた。

しかし、多くの薬物、特に水溶性で高分子量のペプチドやたん白性医薬品で

は、これらの方法を用いても有用性の高い改善に至った例はほとんどない。

　このような背景から、当研究室では角質層が薬物吸収に対するバリヤーと

はならずに、皮膚内に薬物を送達できる方法について検討してきた。その一

つとして無針注射器（商品名、プレシジェット）を利用して、角質層の一部
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に細孔を形成し、その細孔から薬物の経皮吸収を増加させる研究を行ってき

たゆ。この研究は、水圧により皮膚に細孔を形成させるもので本研究の基盤

となったものである。プレシジェットにより皮膚に細孔を形成させると、細

孔の大きさや数によって薬物の透過速度が著しく改善された。しかも、この

透過速度は、どの薬物においても用いた溶媒の移行クリアランスに等しく一

定であったll）。このように低分子薬物や水溶性、イオン性の薬物には極めて

有用であることが明らかとなってきた。しかし、高分子量のペプチド医薬品

への応用を試みたところ、分子量に依存した吸収速度の低下と低分子薬物で

はみられなかった吸収速度のばらつきが認められたlo）。さらにこの方法は角

質層の部分的な破壊を伴い、安全面での検討も十分必要と考えられた。

　そこで著者は、様々な物理化学的性質を有する薬物、特に水溶性高分子薬

物を固体微粒子（粉末粒子）として直接皮膚内に導入できると考えられる

particle　bombardment　systemに着目した。このシステムは元々p麟lde劉盤法も

しくはgene　gu登法と呼ばれ、近年著しい発展がみられる遺伝子導入法の一つ

である。DNAまたはRNAをコーティングした金またはタングステン粒子

（粒子径i－3μm）をヘリウム圧や電圧等を利用して高速に加速させ、鍛vl働及

びln　vivoにおいて物理的に植物または動物細胞内にDNAまたはR：NAを導

入する方法12’14）で、in　vitroでの導入効率は従来までのリン酸カルシウム法15）

やDEAEデキストラン法16）、リボソームを応用したリポフェクチン法17・　｝8）及

び瞬間的もしくはパルス状に高い電圧を適用し皮膚に可逆的な小門を形成さ

せ遺伝子を導入するelectroporatien法19・　20）の数十～数百倍で21・22）、種々の遺

伝子の導入23－27）やDNAワクチン2魯32）等の研究において利用されている。この

遺伝子導入法の原理を、粉末薬物粒子の皮膚内送達に応用できれば、皮膚角

質層がバリヤーとしての役割を果たさないので、薬物の物理化学的性質とは

無関係に様々な薬物の送達が可能になると考えられる。さらに，薬物の水溶

液中での安定性の問題がないことやmmオーダーでの角質層の破壊を生じな

いことから極めて有用であると思われる。また、これまで注射以外の剤形で

ほとんど成功例のない、極微量で効果が得られる水溶性高分子のペプチドや

蛋白性医薬品、さらにはワクチンを用いた注射以外の治療を現実のものとす
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る可能性を秘めている。特にワクチン接種においては生体防御反応が少量の

抗原投与で成立し、抗原を封入した微粒子を投与することで抗原水溶液を投

与したときよりも有意に高い免疫応答が誘導できる、すなわち、微粒子とす

ることでアジュバント効果が得られることが報告されている33－38）。さらに、

皮膚には免疫反応を開始するのに必要不可欠な抗原提示細胞であるランゲル

ハンス細胞（一般に表皮に存在）をはじめとする樹状細胞（一部真皮にも存

在）が存在し3蜘、このシステムでの投与法は投与部位である皮膚が免疫学

的に活発な組織になると考えられた毒2・43）。

　近年、この考え方に基づいたtrandermal　powdered　drug　dehveryに関する研究

が報告された輔。特に装置に関して、既に英国において、PewderJect

Pharmaceuticals　p｝c．（Oxford，　UK）からDerma豆PowderJect⑧45）カミ市販の運びとなっ

ている。皮膚透過性が良好でない医薬品を固体粉末のままで皮内もしくは皮

下に送達し、さらに全身へ分布させることを目的として、現在では流体力学

的な観点から拳銃の原理を応用して最適な噴射部位の構造を模索したり、消

音性を機械工学的に検討している44）。しかし、粉末薬物を直接皮膚内に導入

できることは報告されているものの45）、薬物送達システムの最大のポイント

である医薬品の定量的な導入、放出制御及び基礎的な条件設定（例えば、投

与量、噴射圧等）に関しては、ほとんど検討されておらず、実用化に向けて

は多くの投与条件に関しての正確な評価が必要な初期段階にある。

　そこで、本研究において、遺伝子銃であるHe璽iosTM　gene　gun　systemを用い

て、粉末薬物粒子を直接皮膚内に効率良く送達できる条件を設定し、応用性

を調べparticle　bombardment　systemとしての有用性を検討した。第1二一第1

章ではまず遺伝子銃であるHeliosTM　gene　gun　systemのカートリッジに工夫を

施し、粒子径数十μmの微粒子を簡便かつ定量的に投与できるようにシステ

ム（HeliosTM　gun　system）を構築した。第1編一二2章ではモデル薬物にイン

ドメタシン（IDM）を選択し、　IDM含有ポリ乳酸マイクロスフィア（PLA　MS）

を導入用粒子として調製し、HehosTM　gun　systemを用いてIDM含有PLA　MS

を効率良く皮膚内に導入するための条件を設定するために、皮膚内導入率に

対するヘリウム圧、粒子径及び投与量の影響について検討した。第1編一第
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3章では、第1編一第2章の結果に基づいて．H轟os麗g髄sys愛cmを用いて9DM

含有PLA　MSを皮膚内に導入した後のllDM全身送達性に対するヘリウム圧、

粒子径及び投与量の影響について検討した。第互編一第4章では、粒子画像

流速測定法（P蔓V）46）を用いて、　He豊重os蹴g繊systemから噴射される粒子の速

度を測定し、皮膚内への導入効率及びバイオアベイラビリティを決定してい

る因子について解析した。第2編では、第9編の結果に基づいて、この新規

投与方法が最も有用であると思われる免疫処置への応用をモデル抗原に

ovaibMmiA（OVA）を選択し、　OVA含有ポリ乳酸グリコール酸共重合体マイク

ロスフィア（P：LG　MS）を調製して試みた。
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第1編　ParticRe　bombardment　systemを用いた薬物含有微粒子

　　　　　の皮膚内導入に関する検討

第M章　H：eliosTM　gu熟systemを用いた薬物含有微粒子の皮膚内導入法の

　　　　確立

　遺伝子導入法であるparticle　bombardment　systemを応用した粉末薬物粒子の

皮膚内送達に関する研究はここ数年で始まったばかりであるが、送達する装

置については既に英国の研究グループ（PowderJect　Pharmaceuticals　plc．）によ

りhand－held式の装置Dermal　PowderJect⑪が開発されている44・　45）。彼らは、こ

のDermal　PowderJect⑱を用いるとヘリウム圧により薬物粒子が500－750　m／sに

まで加速され、皮膚の角質層を通過して表皮一真皮間に送達でき、また、皮

膚内への導入が瞬間的であるため、ヒトにおいてほとんど痛みがないと報告

している44・　47）。一方、日本ではこの分野に関する研究は未だ行われていない

のが現状である。そこで著者は本章で、既に市販されている遺伝子銃の

HeliosTM　gene　gun　system（HeliosτM　gun　system）のカートリッジに工夫を施し、

粒子径数十μmの微粒子を簡便かつ定量的に投与できるようにシステムを構

築し、このシステムを用いて粒子径数十pmの微粒子の皮膚内送達に関して

検討した。

第1節　HeliosTM　gu難systemを用いた薬物含有微粒子の皮膚内導入法

　HeliosTM　gun　systemはFig．1に示すように本来、遺伝子導入装置であり、DNA

やRNA等をコーティングした粒子径1－3脚の金及びタングステン粒子（比

重約19g／cm3）をヘリウム圧で高速に加速させ、植物及び動物細胞内に物理

的に直接導入させることができ、in　vitroのみならずin・vivoでも導入可能であ

る。この方法を用いた癌などの遺伝子治療2327）またはDNAワクチン28”32）に関

する報告が多数あり、今後の広い応用が期待されている。
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　しかしながら、HeliosTM　gun　systemを通常の遺伝子導入に用いる場合、遺伝

子をコーティングした粒子径1－3μmの金粒子をカートリッジであるチューブ

の内壁にコーティングさせる方法をとるために、これを粉末薬物の皮膚内導

入に応用するには以下のような問題を生じた。

1）金粒子は体内から消失されずに蓄積するので、慢性疾患用薬等の頻回投

　　与には使用できない。

2）金粒子の比重が導入に深く関与しているため、媒体には比重が大きいも

　　のを選択しなければならない。

3）簡便性及び投与量を定量的にコントロールするために、カートリッジに

　　工夫を施すことが必要である。

　そこで、熱分解性の高分子物質を用いて調製した微粒子を担体として代替

した。しかし、生分解性高分子物質の比重はいずれも約1であるため、粒子

の比重を大きくする代わりに粒子質量を大きくする、つまり粒子径を大きく

することで比重を補えると考えられた。次にこれらの微粒子を充填・保持し

投与量を定量的にコントロールするために、カートリッジチューブに工夫を

施した。つまりFig．2のように、二つに分離したステンレス製チューブ（長
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さ15mm、内径2mm）とリング（長さ05　mm、外径3mm、内径2mm）の

問に破裂膜としてポリ塩化ビニルフイルム（厚さ10μm）を挟み、ステンレ

ス製チューブの底に破裂膜を装着したカートリッジコンテイナーを作製した

48）。この中に既知量の微粒子を充填し、これをカーートリッジホルダーに納め

た。次に、これをE｛eiiesTM　gun　systemにセットし、微粒子を各ヘリウム圧で

高速に加速させ皮膚内に導入した（Fkg．3）。この方法により上記のような問

題点を解決した。なお、本研究でのH：ell◎sTM　gun　systemの操作条件をTable　1

のように設定した。
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［lrable　l　Cenditiens　for　eperatiRg　the　HeliosTM　gun　system

Gas

Rupture　membrane

Rupture　membrane　thickness　（ptm）

Cartridge　container　diameter　（mm）

Treated　area　（cm2）

　　　Helium

　　　Polyvinyl　chloride

　　　10

0D　3
1D　2
　　　　5

第2節　組織学的検討

　前節において、粒子径数十μmの薬物含有微粒子を皮膚内に導入する目的

で、遺伝子銃であるHeliosTM　gun　systemに工夫を施した。この改良によって、

比重が約1前後で粒子径数十pmの微粒子を皮膚内に導入できるかどうかを

確認するため、平均粒子径が45μmの蛍光（FITC）標識ポリスチレンマイク

ロスフィア（3．O　mg）を、　HeliosTM　gun　systemを用いてヘアレスラット腹部皮

膚内に導入し組織学的に評価した。Fig．4にHeliosTM　gun　systemを用いてポリ

スチレンマイクロスフィアをヘリウム圧100、200及び300psiで皮膚内に導

入した直後の皮膚組織切片の共焦点レーザー蛍光顕微鏡写真を示す。いずれ

のヘリウム圧を用いても、皮膚内にマイクロスフィアの蛍光が観察され、

HeliosTM　gun　systemを用いると、マイクロスフィアが皮膚内に導入されること

が明らかになった。また、ヘリウム圧を100、200及び300psiと高くするに

つれて導入されるポリスチレンマイクロスフィアの数は増加し、導入深度は

深くなる傾向がみられた。
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）a ）b ）C

Fig．　4　Confocal　laser　microphetographs　of　the　cross－section　of　hairless　rat

abdominal　skin　after　bombardment　of　FITC－labeled　polystyrene　microspheres

with　45　pm　in　mean　diameter　at　different　pressures　using　the　HeliosTM　gun
system

Helium　pressure；a）100　psi，　b）200　psi，　c）300　psi

Arrows　indicate　FITC－labe且ed　polystyrene　microspheres　with　45　pm　in　mean　diameter．

第3節本章の考察

　本章では、遺伝子導入法の一つであり、高い遺伝子導入効率を示すparticle

bombardment　systemを応用し、粉末薬物の皮膚内送達が可能かどうかを既に

市販されているHeliosTM　gun　systemを用いて検討した。　HeliosTM　gun　system

は本来遺伝子導入装置であるため、これを粉末薬物の皮膚内送達に応用する

のにいつくかの問題点があった。それは、金粒子の体内蓄積性、定量的な投

与量のコントロール、薬物放出制御等である。そこで、金粒子の代わりに生

分解性高分子物質を用い、粒子の比重を大きくする代わりに粒子の粒子径を

大きくすることで個々の粒子の質量を増大させた。また、カートリッジのチ

ューブを二つに分離するステンレス製のチューブに代え、その間に破裂膜と

してポリ塩化ビニルフィルムを挟んで、チューブの底に破裂膜を装着したカ

ートリッジコンテイナーを作製し、これを粒子径数十μmの微粒子の皮膚内

導入に用いた。その結果、あらかじめ設定した既知量の微粒子を充填するこ
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とが可能となった。また、第2節では、実際にHeliosTM　gun　systemを用いて

比重が1前後で粒子径が数十μmの微粒子を皮膚内に導入できるかどうかを

平均粒子径が45μmの蛍光標識ポリスチレンマイクロスフィアを用いて組織

学的に検討した。その結果、HeliosτM　gun　systemにより、マイクロスフィアが

皮膚内に導入されることを証明し、さらに、ヘリウム圧に依存して導入され

るマイクロスフィアの絶対量は多くなり、導入深度は深くなる傾向にあるこ

とが明らかとなった。これらの結果は破裂膜を装着した新規カートリッジコ

ンテイナーが既知量の粒子径数十μmの微粒子を安定に保持し、これら微粒

子の定量的な皮膚内導入を可能にすることを示唆している。
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第2章　薬物含有微粒子の皮膚内導入に関する検討

　前章において、ffeglosTM　9Uft　systegRを用いて、比重が1前後で粒子径が数十

脚の微粒子を皮膚内に導入できることを定性的に証明した。

　そこで本章では、薬物含有微粒子を効率良く皮膚内に導入するための条件

を設定するために、モデル薬物として皮膚から血中への移行が確認されてい

る疎水性薬物のインドメタシン（9DM）を、微粒子の壁材料として生体適合

性及び生体内分解性に優れている合成高分子物質のポリ乳酸（PLA）を選択

して、種々粒子径のIDM含有PLAマイクロスフィア（MS）を調製し、　IDM

の皮膚内導入率に対する噴射駆動力であるヘリウム圧、IDM含有PLA　MSの

粒子径及び投与量の影響を検討した。また、皮膚安全性の観点から、9DM含

有PLA　MS導入後の皮膚の紅斑をDraize　sceyeを用いて評価し、上記の影響に

ついて検討した。さらにHehosTM　g膿sys重emを用いた｝DM含有PLA　MSの皮

膚内導入において、効果的でかつ安全性の高い投与条件について検討した。

第9節　ww　M含有難A醜8の調製

　　　　及び特性

　藝隣・蟹α◎o磁蓼la麟

�`130e獅9）dlssolv¢d
@　l締。艮甕ρ，（3輔

o．5％酔VA
唐盾喧Qlo鷺（

蓬：田繰嚢s遙。溢責。鷺（2，f　CO　r夢mう30謡穂）

　本節では、：HellosTM　gun　systemを用

いて、薬物含有微粒子を効率良く皮膚

内に導入するための投与条件を設定す

るために、導入用微粒子としてIDM

含有PLA　MSを選択し、　Chart　1に示

す。／w型エマルション忌中乾燥法にて

調製した49）。

　粒子径の影響を検討するために、得

られたマイクロスフィアをステンレス

製のふるいを用いて粒子径が20－38、

Evaporatiofi　ofthe　so韮ve飛厳37。C

幡i韮es亡lrrln窪σ，000　rp黙，5h）

疑arde総e6　PLA錘S　l轟PVA　sol纏lon
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44－53及び75－100μmに分級した。

　Fig，5に調製した粒子径75－100μmのIDM

含有PLA　MSの走査型電子顕微鏡写真を示

す。形状はほぼ球形であった。

　それぞれの粒子径のIDM含有PLA　MSの

平均粒子径（体積一重量平均）及びIDM含

有率をTable　2に示す。粒子径が小さくなる

にしたがって薬物の含有率も低下する傾向

が認められた。

　Fig．6に調製した種々粒子径の　Table・2

IDM含有PLA　MSからのIDMの

放出を示す。薬物の放出速度は今

回選択した粒子径の間でほとんど

変わらず、同じ様な放出挙動を示

した。しかし、文献値49）よりも速

いIDMの放出が観察され、いずれ

Fig．　5　Scanning　e］ectron　micro－

photograph　of　IDM－loaded　PLA　MS
with　75－100　pm　in　diameter

　　　Mean　pai’ticle　size　and　IDM　content

ofPLA　MS　with　different　size　ranges

Size　range　Mean　partic］e　size”　IDM　content

　（ILm）　（pm）　（Olo）
20－38

44－53

75－lee

30昌3土7．33

49．8土6．41

92．2　±　12．6

10．4

18．8

22．2

“Volume－yveighted　mean±S．D．

の粒子径のIDM含有PLA　MSも30分までにそのほとんどが放出された。こ

の結果から、IDMは比較的PLA　MSの表面近くに封入されていることが考え

られた。

　　　　　a）　b）　c）　　　100　　　　　　　　　　　　　100　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　10e
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①
［
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　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　o
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　　　　　　　　　　　　　Time　（min）

　　　Fig．6　1n　vitro皿）M　release　from　PLA　MS
　　　Panicle　size　ranges；a）20－38　pm，　b）44－53　pm，　c）75－100　pm

　　　Each　data　point　represents　the　mean　and　standard　error（n＝3），

　　　　　　　　　　　　一13一



第2節　1：DM皮膚内導入率に対するヘリウム圧及び粒子径の影響

　前節で調製したIDM含有PLA　MSを、　HeliesTM　gun　systemを用いて、種々

条件下でヘアレスラット腹部皮膚に投与したときの、IDM皮膚内導入率を測

定し、皮膚内導入率に対する噴射駆動力であるヘリウム圧、PLA　MSの粒子

径及び投与量の影響を検討した48・　50）。

　Fig．7にHeliosTM　gun　systemを用いてIDM含有PLA　MS　3．O　mgをヘアレス

ラット腹部皮膚内に投与したときの、IDM皮膚内導入率に対するヘリウム圧

及び粒子径の影響を示す。全ての条件下でIDM含有PLA　MSは皮膚内に導入

されることが明らかとなった。

　それぞれの粒子径において、IDM皮膚内導入率はヘリウム圧に依存して増

大する傾向が認められた。特に粒子径44－53及び75－100μmのIDM含有PLA　MS

では顕著であった（one－way　ANOVA，1）＜0．05）。

　一方、ヘリウム圧100及び200psiにおいて、　IDM皮膚内導入率に対する粒

子径の影響は認められなかった（Fisher’s　pairing　t－test，　P＞0．05）。この原因の

一つに、これらのヘリウム圧では粒子サイズ効果（質量効果）が不十分であ

ることが考えられる。これに対し、ヘリウム圧300psiでのIDM皮膚内導入

率は粒子径の増加とともに増加した（IDM皮膚内導入率に対する粒子径の影

響は認められなかったが（one－way　ANOVA，　P＞0。05）、粒子径20－38及び75・一100

ptmのIDM含有PLA　MSで得られるIDM皮膚内導入率の問に有意な差が認め

られた（Fisher’s　pairing　t－test，　P〈0．05））。粒子径の小さいPLA　MS（20－38　ym）

は他の粒子径よりも比較的粒度分布が広いので（Table　2）、この粒子径範囲の

中の大きなPLA　MSが皮膚内に容易に導入されたと考えられ、それゆえに、

粒子径20－38及び44－53μmのIDM含有PLA　MSで得られるIDM皮膚内導入

率の問に有意な差が認められなかったと考えられる。

　これらの結果から、HeliosTM　gun　syste　nを用いたIDM含有PLA　MSの投与

後のIDM皮膚内導入率はヘリウム圧に強く依存し、また、ヘリウム圧300　psi

では粒子径によっても影響を受けることが明らかとなった。
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Bombardi3f｝ent　dose；3．0　mg

There　was　a　significant　difference　between　the　e／e　iBtroductions　obtained　at　different

helium　pressL｝res　in　panicle　size　of44一一53　and　75－lOO　pm　（one－way　ANOVA，　P　〈　O．e5）．

There　was　Bo　significant　difference　between　the　O／e　introductions　obtained　wlth　different

particle　sizes　at　all　heli：m　pressure　（one－way　ANOVA，　P　〉　O．05），

There　was　a　sigRificant　difference　between　the　O／o　introductions　after　bombardment　of　PLA

MS　of　20－38　aRd　75－IOO　ptrn　in　diarneter　at　a　helium　pressure　of　300　psi　（Fisher’s　pairing　t－

test，　P　〈　O．05）．

Each　column　represents　the　mean　and　standard　error　（n　＝：　3－4）．

　Fig．8に噴射後カートリッジコンテイナー内に残存したIDM量を示す。い

ずれの粒子径のIDM含有PLA　MSも、残存率は1％未満と非常に低く、ほぼ

全量がカートリッジコンテイナー内から皮膚に向かって噴射されていること

が明らかとなった。この結果は、今回粒子径が数十μmのマイクロスフィア

の投与用に改良した破裂膜を装着した新規カートリッジコンテイナーが

HehosTM　gun　systemからのマイクロスフィアの噴射に関して正しく機能を果た

していることを示している。
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Each　column　represeRts　the　rnean　and　standard　error（R　＝＝　3－8）．

第3節　皮膚障害性に対するヘリウム圧及び粒子径の影響

　前節の結果から、高いヘリウム圧を用いると高いIDM皮膚内導入率が得ら

れ、また高いヘリウム圧においては大きな粒子径を用いることで高い導入率

が得られることが示唆された。しかしながら、このシステムを粉末薬物の皮

膚内送達に応用するためには皮膚への障害性が問題となってくる。そこで次

に、皮膚の安全性の観点から、本システムの最適な条件について検討した48）。

Fig．9にIDM含有PLA　MS　3．O　mgをHelios瓢gun　sys重emを用いて皮膚内に導

入してから1時間後のヘアレスラット腹部皮膚写真を示す。皮膚の紅斑は用

いたほとんどのヘリウム圧で観察され、キャピラリーバースト（毛細血管の

破裂）により生じたと考えられた。ヘリウム圧を高くすると、皮膚の紅斑が

より強く認められ、皮膚に対する障害性も高くなることが示唆された。すな

わち、Fig．7の結果から皮膚の紅斑とIDM皮膚内導入率との間には相関関係

が成立していると考えられた。Table　4に各粒子径のIDM含有PLA　MS　3，0　mg

を種々ヘリウム圧で投与してから1時間後のDraize　score　（Table　3）5い2）を
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示すaDraize　scoreに対するヘリウム圧及び粒子径の影響の有意性は統計学的

には認められなかったが（Friedman・test，　P＞O．05）、　Draize　scoreはヘリウム圧

の増加に伴い増大する傾向が認められた。一方、種々粒子径のIDM含有PLA

MS導入後のDraize　scoreは各ヘリウム圧でほぼ同等であった。従って、高い

ヘリウム圧で得られる高いIDM皮膚内導入率は、高いDraize　scoreを示す傾

向にあることが明らかとなった。しかし、これらの皮膚の紅斑は時間の経過

と共に徐々に減弱していく傾向がみられ、投与後2日目にはほぼ完全に紅斑

が消失していた。

　これまでの検討結果から、より粒子径の大きなマイクロスフィア及びより

高いヘリウム圧を用いると、より高いIDM皮膚内導入率が得られるが、皮膚

に対する障害性もより大きくなることが示唆された。従って、皮膚内導入率

が高くても皮膚の紅斑を極力抑えることのできる改善策が必要と思われた。
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　　’’’”“’　”il

　’IY’’”　’”1　S

選∴）
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1
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　　　，　．脅　●馬

　　1．．煽

　　K　　享
　　　嚇」　’

醜壷癖

）d

，

‘

Fig．9　Photogr叩hs　of　the　abdomen　of　a　hairless　rat　1　hour　after　bombardment

of　IDM－loaded　PLA　MS　using　the　Helios’M　gun　system

Bombardment　dose；3，0　mg

a）44－53um，100　psi，b）44－53　pm，200　psi，　c）44－53　pm，300　psi，　d）75－100　pm，300　psi
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Table　3　Scering　system　used　to　the　skin　reactien　after　bembardment

of　MM－leaded　PLA　MS　llsing　the　HeliesTM　guR　system

Effect Value Observation

Erythema

0
1
2
空
」
4

　　　　　　　　No　erythema　’

Very　slight　（barely　perceptibie）

　　　　　　　　Well　defiited

　　　　　　Mederate　te　severe

　　　　　　　　　　Severe

Table　4　Draize　score　of　the　ski”　reactieft　after

bembardment　ef　MM－leaded　PLA　MS　using　the
HeliesTM　gufi　system

Particle　size

　　range

He夏ium

press秘re

Draize　scere

　　range

20－38　ptm

44－53　ptm

7s－lee　pm

100　psi

200ps眞

30e　psi

loe　psi

2ee　psi

3eo　psi

100　psi

20e　psi

300ps蓋

4
蓋
2
像
」

－
醤
盈
2

A
U
2
3

需
　
縣
　
繍

n
U
｛
丑
2

一
鑑
2
殉
3

馴
　
嗣
　
■

凸
U
想
長
2

Each　data　represents　the　i’ange　（n＝3）
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第aj節　恥畷皮膚内導入率及び皮膚障害性に対する投与量の影響

　前節において、より大きな粒子径及びより高いヘリウム圧を用いることで、

より高い皮膚内導入率が得られる一方で、それに伴い皮膚障害性も増大する

ことが明らかとなった。

　そこで本節ではIDM含有PLA　MSをより効率的に皮膚内に導入でき、さら

に皮膚への障害を軽減させるために、9DM皮膚内導入率及び皮膚障害性に対

するPLA　MSの投与量の影響について検討した48）。

　Fig．10にEEeliosTM　guft　systemを用いて、種々粒子径のIDM含有PLA　MSを

種々ヘリウム圧でヘアレスラット腹部皮膚に投与した後のPLA　MSの投与量

とIDM皮膚内導入率との関係を示す。各々の粒子径において、全てのヘリウ

ム圧で投与量の減少とともに、皮膚内導入率は増加した（ただし、統計学的

には、one－w議y　ANOVA，　P＞0．05わr　20－38μm豊n　d重ameter；P＜0．05　for　44－53緋m

in・diameter；P〈0．01鞭75400μm　i登d量ame重er）。これは投与量の減少により、

粒子同士の衝突や粒子とカートリッジコンテイナーの内壁との摩擦係数が減

少したために、粒子速度が上昇して、皮膚内導入率の増加をもたらしたと考

えられる。これらの結果は、投与量を減少させることにより、IDM含有PLA・MS

をより効率的に皮膚内に導入できることを示唆している。

　また、投与量05及びLO　mgのとき、各々の粒子径においてヘリウム圧に

依存して導入率が増加する傾向にあったが、統計学的に有意でなかった。

（Fisher’s　pairing　1－test，　P　〉　O．05）．

　以上の結果から、より少ない投与量でより大きな微粒子を用いると、皮膚

内導入率は増加し、特に粒子径75－100μmのIDM含有PLA　MSを用いると、

粒子径2　0－3　8及び44－53μmのIDM含有PLA　MSを用いたときよりも、より

効果的に皮膚内に導入されることが明らかとなった。しかしながら、投与量

の減少がより効果的な皮膚内導入率をもたらす一方で、実際に皮膚内に導入

されるIDM絶対量は減少するということに留意しなければならない。
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Helium　pressure　一　a；lOe　psi，　b；200　psl，　c；300　psi

There　was　a　significanf　difference　betweeR　the　O／o　introductions　obtaified　at　different　bombardinent　dose

at　all　helivm　pressures　iR　panic｝e　size　of44－53　and　75－IOO　ptm　（one－way　ANOVA，　P　〈　O．05）．

There　was　no　sigRificant　difference　between　the　“／e　introductioRs．obtkined　with　different　helium

pressures　at　all　particle　sizes　at　doses　ofO．5　and　1．e　mg　（one－way　ANOVA，　P　〉　0．e5）．

There　was　a　significant　difference　between　the　O／o　iBtroductioRs　obtained　a｛　doses　of　O．5　aRd　3．0　rng　at

all　hellum　pressgres　and　particle　sizes　（Fisher’s　pairing　1－test，　P　〈　e．05）．

Each　data　poiRt　represents　the　mean　and　standard　error（n　＝3－5）．
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　次に、皮膚の安全性に対する投与量の効果を検討した。Table　5にHeliosTM　gun

systemを用いて、各粒子径のIDM含有PLA　MS　O5及びi．O　mgを種々ヘリウ

ム圧で投与してから1時間後のDraize　sc◎reを示す。統計学的にDraize　score

に対してヘリウム圧及びIDM含有PLA　MSの粒子径は影響を及ぼさなかった

が（Friedmamest，　P＞0．05）、各粒子径で全てのヘリウム圧において、投与量0．5

及び1．O　mgのときのDraize　scoreはTab盈e　4で示した投与量3．O　mgのときより

も減少した、つまり、微粒子の投与量の減少により、皮膚への障害は抑えら

れる傾向が認められた。また、全ての粒子径において、ヘリウム圧を減少さ

せることでDraize　scoreは減少した。　Fig．　Uに種々投与量の粒子径75－100μm

のIDM含有PLA　MSをヘリウム圧300　psiで投与してから1時間後のヘアレ

スラット腹部皮膚写真を示す。投与量0。5（Fig．　Ua）及び1．O　mg（Fig．　ilb）

で投与した後の皮膚紅斑の程度は投与量3．O　mg（Fig．11c）のときと比較して

非常に小さかった。同様な傾向が粒子径20－38及び44－53購のIDM含有PLA

MSの投与後にも観察された。以上の結果から、微粒子の投与量を減少するこ

とで、皮膚障害性は抑えられることが明らかとなった。これは、皮膚に衝突

する微粒子の量が減少したことに起因すると考えられた。

　以上本節をまとめると、par重ide　bombardment　systemにおいて、粒子径の大

きな微粒子を、投与量を少なくして、高いヘリウム圧で皮膚内に導入するこ

とが、より効率的でかつ安全性の高い皮膚内導入方法であると考えられた。

しかしながら、投与量05及び1．O　rngでの皮膚内に導入されたIDM絶対量は

投与量3．Omgのときよりも低くなることが明らかとなった。よって、薬理効

果を得るために投与量の多い薬物について、このシステムを用いるためには

さらなる工夫が必要と思われた。
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Fig．　11　Photographs　of　the　abdomen　of　a　hairless　rat　1　hour　after
bombardment　of　IDM－loaded　PLA　MS　using　the　Helios’M　gun　system
Bombardment　dose；a）O．5　mg，　b）1．O　mg，　c）3．O　mg

Particle　size　range；75－100　pm，　Helium　pressure；300　psi

第5節　1DM皮膚内導入率及び皮膚障害性に対する複数回投与の影響

　前節において、HeliosTM　gun　systemを用いて、粒子径の大きな微粒子を投与

量を少なくして高いヘリウム圧で投与すると、高い皮膚内導入率が得られ、

さらに、皮膚への障害も減少することを明らかにした。しかしながら、皮膚

内に導入されるIDM絶対量は、微粒子の投与量に依存した。そこで本節では、

この問題を改善するために、1回当たりの投与量を少なくし、粒子径の大き

な微粒子を異なる部位に複数回投与したときの皮膚内導入量及び皮膚障害性

に対する影響を検討した48｝。

　Fig．　12に粒子径75－100μmのIDM含有PLA　MS　1．O　mgをヘリウム圧300　psi

で腹部皮膚の異なる3箇所に1回ずつ投与したときのIDM皮膚内導入量及び

ヘアレスラット腹部皮膚写真を示す。Fig．12aに示すように、IDM含有PLA　Ms

l．O　mgを腹部皮膚の異なる3箇所に1回ずつ投与したときのIDM皮膚内導入

量は3．Omgを1箇所に1回投与したときよりも有意に高くなることが明らか

となった（Fisher’spairing　t－test，　P＜0，05）。この結果は、1回の投与量を少なく

して異なる部位に複数回投与すると、より効率的にIDM含有PLA　MSを皮膚

内に導入でき、導入量も増加できることを示している。また、皮膚への障害
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に関しても、Fig．12bに示すように、全ての部位において、皮膚の障害は非常

に少なく、Draize　scoreの範囲は1－2であることが明らかとなった。
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Fig．　12　Amount　of　ll］）M　introduced　into　the　skin　and　photograph　of　the

abdomen　of　a　hairless　rat　after　discrete　bombardment　of　IDM－loaded　PLA　MS

using　the　HeliosTM　gun　system

a）amount　oflDM　introduced　into　the　skin，　b）photograph　ofbonibarded　skin

Bombardment　method；3、0叩g　MS　in　bolus，1．O　mg　MSx3times

Particle　size　range；75－100　pm，　Heliuin　pressure；300　psi

Numbers　in　parentheses　indicate　the　e／o　introduction　of　1DM　intQ　the　skin．

＊Signi負cant　differences，　Fisher’s　pairing’一test，　Pく0．05

Each　data　column　represents　the　mean　and　standard　error（n＝4－5）．
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第6節　本章の考察

　本章では、導入用粒子として種々粒子径のIDM含有PLA　MSを調製し、

par　icle　bombardment　systemを用いたIDM含有P：LA　MSの皮膚内導入に対する

ヘリウム圧、粒子径及び投与量の影響を検討し、皮膚内導入性と安全性の観

点からparticke　bombardtwens　syStemを用いたときの適切な条件を検討した。そ

の結果、partide　bombardme鍵sy就mにより、　IDM含有PLA　MSを直接皮膚内

に導入できることが明らかとなった。また、のM皮膚内導入率はヘリウム圧

及び微粒子の粒子径を調節することで増加し、より効果的な1DM皮膚内導入

率及び皮膚障害性の軽減は投与量を制御することで得られることが明らかと

なった。従って、ヘリウム圧と投与量の適切な組み合わせにより、様々な薬

物の薬理作用を発揮するのに必要とされる量を、粒子径の大きな微粒子を用

いて送達できると考えられる。以上の結果から、partic｝e　b◎mbardment　system

において、高いヘリウム圧を用い、粒子径の大きな微粒子を少ない投与量で、

単回及び異なる部位に複数回投与することが、効果的でかつ安全性の高い皮

膚内導入法であると考えられた。

　また、噴射後の新規カートリッジコンテイナー内に残存したIDM量が全て

のヘリウム圧において1％未満であったことから、少なくとも投与量の99％以

上がカートリッジコンテイナ一説から皮膚に向かって噴射されていることが

示唆された。この結果から、前章と同様にこの新規カートリッジコンテイナ

ーが粒子径数十μmの微粒子の定量的な導入に関して正しく機能しているこ

とを示している。
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第3章　臨繭d晦醗曲躍齢難電鵬駝醗による⑳Mの全身送達に関する

　　　　検討

　前章までに著者は、新規カートリッジコンテイナーを装着したH罎◎s製g撒

systemを用いて微粒子を投与すると、微粒子が皮膚内に導入されることを明

らかにし、その皮膚内導入率は用いるヘリウム圧及び微粒子の粒子径を調節

することで増大し、投与量を制御することでより効果的な皮膚内導入率及び

皮膚障害性の軽減が得られることを明らかにした。この導入された微粒子か

ら、さらに全身循環へ効率的に送達されれば、局所送達システムとしてばか

りでなく、全身送達システムとして利用できるので、その価値が大いに高ま

ることが期待される。そこで本章では、XDM含有PLA　MSを用いて、｝｛eglosTM

gun　systemによりllDMが全身に送達されるかどうかを血中の亙DM濃度推移及

び薬動学的パラメータから評価し、XDM血中濃度推移及び薬動学的パラメー

タに対するヘリウム圧、のM含有P：LA　MSの粒子径及び投与量の影響につい

て調べた。また、IDM皮膚内導入率及び導入量に関し効果的であった複数回

投与の効果についても同様に検討した。

第9節　⑳賊血中濃度推移に対するヘリウム圧及び粒子径の影響

　：Helios孫gun　systemを用いてIDM含有PLA　MSを投与すると、そのIDM皮

膚内導入率はヘリウム圧及びIDM含有PLA　MSの粒子径の増大に伴い増加す

ることが既に示唆されている。そこで本節では、Hdl◎sTM　9UR　systemを用いて

皮膚内に導入されたIDM含有PLA　MSからIDMが放出され全身送達される

かどうかを投与後の血中IDM濃度を測定して調べ、　IDM血中濃度推移及び薬

動学的パラメータに対するヘリウム圧、IDM含有PLA　MSの粒子径の影響に

ついて検討した。また、これらの影響とIDM皮膚内導入率との相関性につい

ても検討した53）。

　Fig．13にHeliosTM　gun　systemを用いて種々粒子径（20－38、44－53及び75400

一26一



μm）のIDM含有P：LA　MS　1．O　mgを種々ヘリウム圧で投与した後のIDM血中

濃度推移を、Table　6にその結果から得られた薬動学的パラメータ及びIDM

皮膚内導入率を示す。いずれの条件下においても、IDMは血中に出現し、

HeiiosTM　gun　systemを用いたparticle　bombardment　systemが薬物の局所送達の

みならず、全身送達においても応用可能であることが示唆された。先のPLA　MS

からのIDMの放出実験の結果から推測すると、皮膚に導入されたP：LA　MSか

らのIDMの放出は速いと考えられる（Fig．6）。コントロールとしてIDMをpH

7．4リン酸緩衝液に溶解したものを皮内注射した結果、最高血中濃度（Cmax）

がわずか数分と速く静脈内注射したときのkineticsとほぼ同様であった（Table

7）。従って、IDMをPLA　MS中に封入して皮内に導入した場合、　IDM血中濃

度がコントロールされたのは、IDMの皮膚中での溶解が律速となった可能性

が考えられた。さらに、9DMの最高血中濃度到達時間（Tm　ax）は各粒子径で

ヘリウム圧に依存して短くなる傾向にあり、皮内注射時の消失パラメータ

（Tab互e　7）を用いてデコンボリューション法から算出した吸収速度定数（k、）

もまた各粒子径でヘリウム圧に依存して大きくなる傾向が認められ、いずれ

の粒子径においてもヘリウム圧200及び300psiのときのk、は100　psiのとき

よりも高かった。また、9DMの最大吸収速度（MAR）も各粒子径においてヘ

リウム圧に依存して増加し、その増加はlc、よりも顕著であった。吸収後のIDM

のクリアランスはいずれの場合も等しいと考えられるので、IDMの皮膚中で

の溶解速度だけが血中動態の決定因子であるならば、k、及びMARがヘリウム

圧に依存して大きくなることはない。従って、k、及びMARが大きくなったの

は、IDMの皮膚内導入量が増加したことによると考えられた。

　また、各粒子径のIDM含有PLA　MSにおいて、ヘリウム圧を高くするにつ

れてIDMの血中濃度は高くなり、それに伴ってCmax、24時間までの血中濃

度一時間曲線下面積（AUC。．241，）及び相対的バイオアベイラビリティー（Fe．24h）

もヘリウム圧に依存して増加し、IDM皮膚内導入率に相関した（Table　6）。

つまり、高いヘリウム圧を用いると高いIDM皮膚内導入率が得られ、結果と

して効率良く全身循環系に送達されることが明らかとなった。さらに、各ヘ

リウム圧において、IDM血中濃度及び薬動学的パラメータに対するIDM含有
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PLA　MSの粒子径の影響を調べた結果、夏DM血中濃度、　C1鵬及びAUC脚，は粒

子径の増加とともに増加した。これはうットー匹当りのPLA　MS量を統一し

たために、PLA　MS中の互DM含量の違いによってラットー匹当りの9DM投与

量が粒子径の増加に伴い増加したものの、その増加よりも粒子径の増加によ

って得られた㊧MのF。．24i、の増加の方が大きかったことから、粒子径に依存

したF。．24i，が得られたと考えられた。また、これらの結果も9DM皮膚内導入

率に相関した。以上の結果より粒子径の大きな微粒子及び高いヘリウム圧を

用いることで、皮膚内導入の上昇ばかりでなく、より効率的にIDMを全身送

達できることが明らかとなった。
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第2節　賦麗血中濃度推移に対する投与量の影響

　前章において皮膚内導入率は噴射する微粒子の投与量を減少させることで

増加し、また前節での結果からヘリウム圧依存的で粒子径の大きい方が全身

送達性に優れていることから、本節では粒子径75－100灘の9DM含有PLA　MS

G．5、1．0及び3．9mgを種々ヘリウム圧で投与したときの、　IDM血中濃度推移

及び薬動学的パラメータを測定し、それらに対する投与量の影響を検討した53）。

　Fig．14にHel重osTM　gu捻systemを用いて、種々投与量の粒子径75400脚の

のM含有PLA　MSを種々ヘリウム圧で投与した後のIDM血中濃度推移を、

Table　8にその結果から得られた薬動学的パラメータ及び9DM皮膚内導入率

を示す。各ヘリウム圧において、亙DM含有PLA　MSの投与量を減少させるに

つれ、9DM血中濃度も減少した。また、それに伴いCl。ax及びAUC。．24i，も投与

量に依存して減少した（Tab璽e　8）。これは、前章での導入率の結果とは異なり、
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投与量の減少は、のMの血中動態に対して効果的ではないことを示している。

しかし、F。一．241，はIDM含有PLA　MSの投与量を減少させると増加し、　IDM皮

膚内導入率と相関した（TabEe　8）。よって、投与量の減少は、効率的にmM

含有P：LA　MSを皮膚内に導入できるものの、吸収絶対量は減少し血中濃度は

低くなるため、全身送達の観点から用いる薬物（用量の多い薬物）によって

は、効果的ではないと考えられた（ただし、用量の少ない薬物では効果的で

あると思われる）。
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第3節　聾》M血中濃度推移に対する複数回投与の影響

　Hell◎s蹴g猫sy蹴mを用いて9DM含有PLA　MSを投与した後の盤M血中濃

度、C。。。及びF。．．24i，を改善するために、前章においてXDM皮膚内導入率及び導

入量のいずれの増加を示した粒子径75－9◎◎灘の豆DM含有PLA　MS　LO　mgを

異なる部位に複数回投与したときの効果について調べた53）。

　Fig．　i　5にHe盈los猟9撒sys驚emを用いて、粒子径75－100灘のXDM含有PLA　MS

を種々条件下で投与した後の9DM血中濃度推移を、　Tabge　9にその結果から

得られた可動学的パラメータ及び9DM皮膚内導入率を示す。粒子径7540G脚

のIDM含有PLA　MS　1．O　mgをヘリウム圧390　ps重でヘアレスラット腹部皮膚

の異なる3箇所に9回ずつ投与した後の亙DM血中濃度は、欝M含有P：LA　MS　3。O

mgを1箇所に翌回投与した後のXDM血中濃度よりも有意に高い値を示した

（S撫de簸ゼs鍾est，　P〈0．◎1）。亙DM

含有PLAMS　LOmgを3回投
与した後のF。一241，はXDM含有

PLAMS　LOmgを1回投与した
後のF。．24i，とほぼ同等であった

が、AUC。．24i、は約2．6倍増加し

た。そして、IDM含有PLA　MS

LO　mgを3回投与した後の
AUC。一241、及びFe．24hはJDM含

有PLA　MS　3．O　mgを1回投与

した後のそれらよりも約し5倍

高い値を示した。さらに、こ

れらの傾向はIDM皮膚内導入

率に相関した。以上の結果は、

粒子径の大きな微粒子を、よ

り少量の投与量で、高いヘリ

ウム圧を用いて異なる部位に
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Particle　size　range；75－IOO　pm，　Helium　presst｝re；300　psi

Pa而cle　b◎搬bardmenトO；LO　mg　MS　ln　bolus，△；3．O　mg　MS　in

bolus，　D；1．0　mg　MS　x　3　times

Each　data　point　represents　the　mean　and　the　standard　error（n　＝＝　3－6）．
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複数回投与することで、より効果的に皮膚内に導入でき、結果的に高いF。一24h、

吸収量及び高い血中濃度推移を達成できることを示している。従って、異な

る部位への複数回投与は、用量が多い薬物においても応用できる可能性が示

唆された。

T麗翻㊧璽　葺》eifceg寵篭㊧叢鍵夏雛⑪d齪縮⑪聰総遡磯騨塾欝鵬麗⑪k蓋驚egfiec　if》讃認㎜e電e欝⑪餌ゆM睡雛e群

履｝⑪職勧躍磁醗㊧齪。ぼ亙：⑪：Ml一璽㈱d醐艶乱A　IM聡鵬蓋簸塞霊麗e：旺e轟量⑪§写麗蓼麗翻§y離㊧醗魏v躍量⑪鵬

。⑪簸磁誕璽⑪聡§；

％1踊重鍵od硬C額0簸

crrl．

（μ9／醗1）

ifmax

（h）

AVCe－24h

（μ霧・k／輔

駅1｝．24h＊

（o／o）

i．　c．

（慧00μ9獺）M【／k9）

一
璽．碓2±9．05 g．g7　±　e．oe ｝＆2　±　e．38

嚢。Omgi》霞S醜｝bo甕額s

（鰯μ9盈DM／rat） 39。轟：±3．0堪 蚕．2亙±o。五2 6．oe　±　g．as 22．4　±　2．e8 22．9

3．O　m霧MIS葺翻bo薮us

（666μ9麗）Ml／三聖） 2◎．翌±耳．73 E．97　±　e．G6 2．67　±　e．67 3＆g　±　3．7S 照．7

Lo丸額慧踊Sx3額鵬es

（666μ琴麗｝Ml／r厳） 38．ag　±　622 3．22　±　＆24 z．ee　±　e．ee 　　　　　をぬ
5＆9±4．璽0　　　　　20．藍

Particle　size　range　；　75・一IOO　ptm，　Helium　pressure　；　300　psi

＊　Fea4h　；　［　（　AUCbo；nbard　e－24h　／　DOSebombard　）　／　（AUCi．　．．　e－24h　／　Dosei．　．．　）　］　x　I　OO

＊＊　Sigitificant　differences，　P　〈　O．Ol　compared　with　3．0　mg　MS　in　bolus　forAUC｛｝一24h．
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第ag節　本章の考察

　本章ではHeMosTM　guR　systerKkを用いたpartgcge　bggiitbardment　systefnが薬物の

局所送達のみならず、全身送達においても応用可能であるどうかを検討し、

また、このシステムを用いることにより、効果的に全身送達させることので

きる導入条件を設定するために、血中濃度及び薬動学的パラメータに対する

ヘリウム圧、粒子径及び投与量の影響を検討した。その結果、p麟減e

bombardme餓sy蜘mにより皮膚内に導入された9DM含有PLA　MSから9DM

が全身送達されることが明らかとなった。つまり、9｛eliGsTM　g“n　sysgeifxkを用い

たpa瓢cle　bombardme賊systeiXkが薬物の局所送達のみならず。全身送達におい

ても十分応用可能であることが明らかとなった。また、XDM血中濃度及びF。．

241、の増加は9DM含有PLA　MSの粒子径及び、特にヘリウム圧に依存した。　F。．

241、は投与量の減少によってさらに増加し、効果的に蔓DMを全身送達できた。

しかしながら、血中濃度及びAU㍍2轟1、は投与量の減少に伴い減少した。そこ

で粒子径の大きな微粒子を用い、i回の投与量をなるべく少量にして異なる

部位に複数回投与すると、効率的に豆DM含有PLA　MSが皮膚内に導入され．

しかも高いF。．．2、；h、q。。。、及びAUC。一24i、が得られた。さらに前章の結果から皮膚

への障害も低いことが示されている。よって、particge　bombardme煎sys鉛mに

おいて、高いヘリウム圧を用い粒予径の大きな微粒子を少ない投与量で単二

及び異なる部位に複数回投与することが、用量の異なる様々な薬物を効率的

でかつ安全に皮膚内導入及び全身送達できる方法であると考えられた。

　以上、第2章及び3章の結果から、：HehosTM　gun　sys重emを用いた薬物含有微

粒子のpartlcle　bombardment　systemが種々の粉末薬物を皮膚及び全身循環系に

送達するのに非常に有用な手段であることが示唆された。さらに、このシス

テムは皮膚角質層が薬物の透過バリアーとはならないため、用いる薬物の物

性に関わらず皮膚内に導入できるので、皮膚吸収性の低い水溶性高分子薬物

（ペプチド、蛋白性医薬品）の送達においても十分期待がもてる。また、マ

イクロスフィアから薬物の放出を制御することでその応用範囲は広がるもの

と考えられた。
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第嬉章　粒子画像流速測定法（聾V）による⑳翻含有臨A醜S皮膚内

　　　　導入の解析

　これまでにHe｝i◎sTIVI　gun　systemを用いることにより、亙DM含有PLA　MSを

皮膚内に導入することができ、導入されたIDMはその部位から全身送達され

ることが明らかとなった。また、9DM皮膚内調入域及びF。．24i，はヘリウム圧、

粒子径の増加及び投与量の減少により増加することを示した。Sarphieら47）と

Y◎sh重daら54）の報告によると、粒子の皮膚内導入（深度）には粒子速度や粒子

密度（粒子質量）が深く関与するために、ヘリウム圧、粒子径及び投与量の

変化はこれらに影響し、結果として粒子個々の運動エネルギーに影響してい

ることが考えられる。

　そこで、本章では近年、流体力学の空気流や水流の研究に広く用いられて

いるParticle　lmage　Veiocimetry（PIV、粒子画像流速測定法）46）を用いて、　HehosTM

gRjgSt　systemから噴射されるIDM含有P：LA　MSの軌道を観察し、　IDM皮膚内導

入率に影響を及ぼす要因について推測した。また、Heli◎sTM　gun　systemを用い

て種々粒子径及び投与量の亙DM含有P：LA　MSを種々ヘリウム圧で噴射したと

きの粒子速度を測定し、粒子速度に対するヘリウム圧、粒子径及び投与量の

影響について検討した。また、粒子速度に加え、最も小さいIDM含有PLA　MS

（20－38μm）の平均粒子径（Table　2）から算出した質量を1としたときの相

対質量比を算出し、IDM皮膚内導入率及びFe．24i、に対するこれらパラメータの

効果について調べた。

第璽節　麗Vの原理

　PIVはまずある流場中（空気流、水流等）に微細なトレーサ粒子（ポリス

チレン、アルミニウム、ガラス球）を加えて懸濁させ、流れの中の断面をレ

ーザ光シートにより照明する（パルス問の時間間隔は平均流速及び画像の撮

影倍率に依存する）。トレーサ粒子は2回の照明問に、局所流速に従って移動

すると仮定される。トレーサ粒子からの散乱光を種々の記録媒体（写真記録、
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ビデオカメラ、CCDカメラ）により記録（撮影）し、その画像は処理のため

“調査領域”と呼ばれる小さな領域に分割され、2照明問（第1と第2の照

明）によるトレーサ粒子像から局所変位ベクトルや粒子速度が各調査領域に

ついて求められる。調査領域内の全ての粒子は、2回の照射の問一様に動く

ものと仮定される。局所流速ベクトルの光シート面内成分、すなわち2成分

速度ベクトルは、2照明間の時間差と画像の倍率を考慮して求められる。こ

のプロセスが、PW画像のすべての調査領域について繰返され、粒子軌道が

観側できる46・　55＞。現在では、PIVは流体力学の空気流や水流の研究に広く用

いられている56）。

　Heli◎sTM　gun　systemにより噴射される亙DM含有PLA　MSの軌道の観測と速

度の測定にはこのPIVを応用した。　Fig．16に今回用いた粒子観測システムの

模式図を示す。トレーサ粒子として、各粒子径のIDM含有PLA　MS（0．5、　LG

及び3．Omg）を用いた。粒子の散乱光を撮影するカメラには1秒間に40，500

コマの撮影が可能な高速度カメラ（FASTCAMukima－12，　PhotrOn　co．，　Japan）を

用い、記録媒体にはビデオを用いた。
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第2節　HeliosTM　gun　systemから噴射される粒子群の軌道に関する解析

第i項　Helios猟gun　systemから噴射される粒子軌道の観察

　Fig．17に粒子径75－100脚のIDM含有PLA　MS　3。O　mgをヘリウム圧300　psiで

噴射してから皮膚内に導入されるまでのデジタルハイスピードカメラによる

粒子軌道の連続写真を示す。HeliosTM　gun　systemを作動させると、その直後

に高速の粒子群が噴射され皮膚に衝突した。その一方で、この集団よりも遅

れて噴射される粒子群が観察された。この結果から、噴射直後の高速の粒子

群の量が皮膚内導入率に影響を及ぼしていると考えられた。その後の遅れて

噴射される粒子は、速度が減少していることが考えられ、皮膚内に導入され

ない可能性が高いと考えられる。また、噴射するIDM含有PLA　MS投与量を減

少させることにより、この遅れて噴射される粒子は少なくなる傾向が認めら

れたことから、このことが投与量の減少によるIDM皮膚内導入率を増加させ

た要因の一つと考えられる。

一37M



）a ）b ）C
一　　rr．．

’

噸

1

’

　・欝1二：
　　　　　　　　　　1匠矛嚇

＿、．灘濫：．‘な註葦：1＝

　　　　　　　　　tm｝；

－
．
」い

藪

　
　
‘
ー

サ
蜘
．
か
・鑑　

」

）d

嘱；・
、．葺：　．

難．．

）e
酵
一

三ト．「

蟻

．馨．．．，，．層・・．．ξ蓉．・7「t「’．　1

／“，tt・・』．

u枷輪．

D

翫
導
樹
書
》

　
　
　
　
　
　
戸
【
．

、
制
．
　
，
“
自

．
甑
隊
“

　
．
．
－

　
ゐ
9
．
一

　
1

．
w
饒

　
跡

曜

　
・

　
！
　
｝

．
．
－
」
小

」
占
，

　
｝
望

　
、
「

」
）
甫

冨
7
6

　
鴫

’

£
蟹

）9 ）h ）●
－

盈．

ls．

　　　　　饒罫～i．．．．l

pmt　p，．．”’，，・，p：1／；．．

1　　　．．L．1．1．．、．．．ア．．3障’樽翌

曝1難．・1’ D．

E謙、

）．
』

／“’”Fner［Ev，／’lgb一．

懲懲．＝i騨．．G
｛

　　　　　　　ll川1

　　　　　　llli’「

ド．．．，’
P・． u！1

　　　9　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　．．　　　　「

　　　　　　．鯉・i鱒四国．’t．i
　　　ヨ　　　　　　ワロ　　し

　・．・．＝’i．．’；x．　　　　　1

　　　　　　　　　　　　　　　1
　　　　　　　　　　｝1川1

．k）

t
　　　　　．漫．．．帯、．．

　　　　　　　．ボ・・．ρ’．・「”．刈

　　　へしウメ

．ゴ，到塁．．・．靴、．舳．

　　　　　　　　　1【臨

；t，，．

，

）1

　r（，1

層　」圏　下し．　．層

ギ
無
・

駕
幅

Helios’M　gun
system

mm

Fig．17　Ultra　high－speed　photographs’　of皿icroparticles　after　bombard血ent　by

the　HeliosTM　gun　system
Particle　size　range；75一・10e　pm，　Bombardment　dose；3，0　mg，　Helium　pressure；300　psi

After　bornbardment；a）Ops，　b）50　ps，　e）99　ps，　d）223　ps，　e）346・ps，　D　470　ps，　g）S93　ps，　h）717　p＄，

i）766ps，．j）889．ps，　k）939　pg，1）’1087　ps

一・ R8一



第2項　HeliosτM　g“n　systemから噴射される粒子軌道のベクトル解析

　次に、作動直後に噴射される粒子の軌道について、ベクトル解析を行った。

Fig．18にHeliosTM　gun　systemを用いて粒子径75－100　pmのIDM含有PLA　MS　3．O

mgをヘリウム圧300　psiで噴射したときのIDM含有PLA　MSの軌道をベクトル表

示した結果を示す。皮膚が存在しないとき（Fig．18a）、　HeliosTM　gUn　systemか

ら噴射されたIDM含有PLA　MSは直進するヘリウムガスに乗って瞬時に最高速

度に到達し、その速度を維持したままほぼ一直線に進行することが明らかと

なった。この結果は破裂膜を装着した新規カートリッジコンテイナーを装備

したHeliosTM　gun　systemが遺伝子導入用のときと同様に正しく機能しているこ

とを示唆している。

　また、皮膚に向かって噴射したとき（Fig．18b）、噴射された粒子が皮膚表

面に向かって進行し、皮膚に衝突すると同時に、粒子が皮膚表面上で跳ね返

されるというベクトルが得られた。この結果から粒子の皮膚内導入に関して、

皮膚側にも何らかの要因（皮膚密度、動粘性率等）が存在すると考えられた。

）a

He髄osTM

gan　system

Skin

）b

N

r・“

慨1｝＝妻翻．．1

Fig．18　Typical　velocity　fields　of　lDM－loaded　PLA　MS　bombarded

by　the　Helios’M　gun　system

a）absence　ofthe　skin，　b）particle　bombardment　to　the　skin

Particle　size　range；75－100　pm，　Bombardment　dose；3．O　mg，

Heliurn　pressure；300　psi
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　YoshidaらはHeliosTM　gun　systemを用いて半径0．8　pmの金粒子を1％寒天

ゲルに噴射し、以下の式で金粒子の導入深度を理論的に計算している54）。

　　　1
f　一　一i－psV　＋ps

　　　2

＝　ma 一一一一一一一一一t一一一一一一一一一 @一一
i1）

ここで、fは粒子の力、　aは粒子加速度、　mは粒子質量、　Sは粒子の断面積、

vは粒子速度、ρは密度、Pは寒天ゲルの最大応力（104　N／m2）を示す。式（1）

に標的物質のパラメータが加えられていることから、標的部位の物性も粒子

の導入に影響し、皮膚に関するパラメータには皮膚の密度（およそD及び

動粘性率（動粘度：水と仮定して10’6m2／sec）があると報告されている44）。

　さらに、皮膚内導入後の皮膚表面を走査型電子顕微鏡を用いて観察した。Fig．

19に粒子径75－100pmのIDM含有PLA　MS　3，0　mgをヘリウム圧300　psiで投

与した直後の皮膚表面の走査型電子顕微鏡

写真を示す。この写真から明らかなように、

角質層表面上に留まり埋没している粒子が

観察された。その一方で、皮膚表面に小さ

な穴が観察された。これは粒子が角質層を

貫通して皮膚内導入された形跡であると考

えられた。

　以上の結果から、HeliosTM　gun　systemを

用いてIDM含有PLA　MSを投与すると高速

に加速された粒子は皮膚内に導入されるが、

その一部は跳ね返されて皮膚内に導入され

ないか、又は角質層表面上に留まることが

推察された。

Fig．　19　Scanning　electron　micro－

photographs　of　hairless　rat　abdominal

skin　after　bombardment　of　IDM－
loaded　PLA　MS　to　the　skin　using　the

HeliosTM　gun　system
Particle　size　range；75－100　pm．

Bombardment　close；3．O　mg．

Helium　pressure：30e　psi
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第3節　薬物含有微粒子の皮膚内導入に関与する因子の解析

　次に、HVを用いて皮膚が存在しないときに噴射した先端の高速粒子群画像

から夏DM含有PLA　MSの速度を算出し（なお、このときの粒子速度は皮膚が存

在する付近の粒子速度で表示した）、粒子速度に対するヘリウム圧及び1DM含

有PLA　M8の粒子径及び投与量の影響について検討した。また、その条件下に

おける粒子速度と9DM皮膚内導入率及びF。．24i、との関係から粒子運動エネルギ

ーに及ぼす要因について検討した。

第二項　粒子速度に対するヘリウム圧の影響

　まず最初に、粒子速度に対するヘリウム圧の影響について検討した。Fig．20

に粒子径75400ptmのIDM含有PLA　MS　LO　mgをEleiiesTM　gun　systemを用いて

種々ヘリウム圧で投与したときの粒子速度に対するヘリウム圧の影響を、Fig．

21に粒子速度とIDM皮膚内導入率及びF。a4i、との関係を示す。粒子径75－100　ptm

のIDM含有PLA　MS　1．O　mgをHehosTM　gun　systemを用いて投与すると、ヘリウ

ム圧に依存して粒子速度は直線的に増加し、IDM皮膚内導入率及びF。，24hも粒

子速度に依存して増加した。これらの結果から、ヘリウム圧を高くすると噴

射される粒子の速度が増大し、そのことが個々の粒子の運動エネルギーを高

めた結果、IDM皮膚内導入率及びF。．．24hは大きくなったと考えられた。

　Fig．21に示したように、皮膚内導入率はF。．24hに比べ粒子速度依存性が低か

った。これは、この解析に深さ方向（導入深度）の情報が与えられていない

ことによると考えられる。第1章のFig．4に示したように、ヘリウム圧の増加

は、より深い皮膚組織への導入と導入量をもたらす。すなわち、低いヘリウ

ム圧では、皮膚内に導入されても有効に利用されない、つまり有効に利用さ

れる深度に達していないIDM含有PLA　MSが存在すると考えられた。よって、

全身送達性に関し、有効に利用されたIDM量を示すFe．24iaの方が、粒子速度の

影響をより反映したものと考えられた。
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　Sarphieらはmomer　um　densityの概念を用いて微粒子の導入深度を解析し

ており、粒子の導入深度は粒子密度、粒子径及び粒子速度と関係すると述べ

ている47）。つまり、次式で示される。

Dp　’x’　MD＝

Dth　”v　vndfir

P　一P　　　　p’　p

VfiMA／An　e　ee　e　o　ee　ee　e　ee　e　di　e　e　g　e
P－4一一一P

　　　p

　eeeeeeeeeeeeeeoee　to

e　e i2）

ee@（3）

ここで、Dpは粒子導入深度、　M。はmOf｝］entum　dcnsity、　Vpは粒子速度、　m，は粒

子質量、Apは粒子の衝突の面積、　d，は粒子径、　rpは粒子密度を示す。この概

念によると、粒子導入深度は粒子速度、粒子径及び粒子密度に比例する。従

って、この場合粒子に関するパラメータは等しいことから、ヘリウム圧の増

加で導入率及びF。一24hが大きくなったのは、　He童losTM　gUR　systemからの噴射さ

れる粒子の粒子速度v，が大きくなったためと考えられ、粒子速度の結果と一

致した。
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第2項　粒子速度に対する微粒子の粒子径の影響

　次に、粒子速度に対する微粒子の粒子径の影響について検討した。Fig．22

に種々粒子径（20－38、44－53及び75－100μm）のIDM含有PLA　MSを投与量1．O　mg、

ヘリウム圧300pslで噴射したときの粒子速度に対する微粒子の粒子径の影響

を、Fig．23にその粒子速度とそのときのIDM皮膚内導入率及びFe．24i，との関係を

示す。いずれの粒子径のIDM含有PLA　MSを噴射したときの粒子速度もほとん

ど変わらなかった（約4◎Om／s）。このときのIDM皮膚内導入率及びF。．24i）は粒子

径20－38及び44－53μmではあまり変わらなかったものの粒子径75－100μmでは高

かった。これは先のヘリウム圧のときとは異なり、粒子速度がほぼ等しいに

も関わらず特に大きな粒子径でIDM皮膚内導入率及びFe．24hが高くなったのは、

粒子速度以外の皮膚衝突時の微粒子個々の運動エネルギーを大きくすると考

えられる粒子の質量の増加が関係していると考えられた（式（1）、（2）及び

（3））。また、導入率の方がF。．24i，よりも粒子径の影響を受けなかったのは、前

項と同様に粒子径の違いによる深さ方向への効果が結果に現われていないこ

とによると推察された。
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第3項　粒子速度に対する微粒子の投与量の影響

　次に、粒子速度に対する微粒子の投与量の影響について検討した。Fig．24

に粒子径75－100μmのllE）M含有PLA　MS（G．5、1。◎及び3。O　mg）をヘリウム圧300　psl

で噴射したときの粒子速度に対する投与量の影響を、Fig．25にその粒子速度

とそのときのXDM皮膚内導入率及び恥241、との関係を示す。夏DM含有PkA　MSの

投与量を増加するとそれに伴い粒子速度は減少した。また、IDM皮膚内導入

率及びF。一241、も粒子速度に依存した。投与量は、粒子速度に影響しないと考え

られるが（式（D、（2）及び（3））、本結果は投与量によって影響を受けた。

それは導入率及びF。．24i，にも反映された。ここに示した粒子速度は｝一leRiosTM　gun

systemの作動直後に最も速く噴射される粒子群の速度であるので、投与量の

増加に伴う導入率及びF。，24hの減少ぽ、先の高速粒子の観察結果から得られた

投与量の増加で遅れて噴射される速度の遅い微粒子の増加からだけでは説明

できない。推察として噴射直後の微粒子同士の衝突等の確率が増したことに

よる粒子速度の減少に加え、9｛eigosTM　gun　systemのカートリッジコンテイナー
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に充填された量（投与量）が多くなったため、噴射口に近い粒子に対するヘ

リウムガスによる圧力の効果も減衰し、9DM皮膚内導入率及びF。．241，の減少が

起ったものと考えられる。

第羅項　皮膚内導入白及び吸収率に対する粒子速度並びにPLA　MSの

　　　　相対質量の影響

　前項までの結果から、IDM含有P：LA　MSの皮膚内導入率及び吸収率に対し

て粒子速度並びに粒子の質量が影響することが示唆された。本項では、これ

らパラメータを評価し、E｛eRiesTM　gun　systemを用いたpa癬de　bombardmeRtに

どちらのパラメータが影響しているのかを調べた。前項までの結果を基に、

粒子質量の効果を等しくするために、粒子径75－100μmのIDM含有PLA　MS

の粒子速度とIDMの皮膚内導入率及びF。一241、との関係を、また、粒一子速度の

影響を等しくするために、IDM含有PLA　MSの粒子速度がほぼ400　m／sのと

きの粒子質量とIDMの皮膚内導入率及びF。一241、との関係を調べた。なお、粒

子質量は相対質量として評価した、すなわち、平均粒子径から算出した最も

小さいP：LA　MS（20－38μm）の質量を1としたときの値である。

　Fig．26にIDMの皮膚内導入率及び吸収率に対するIDM含有PLA　MSの粒

子速度の影響を、Fig．27にIDM含有PLA　MSの粒子相対質量の影響を示す。

皮膚内導入率及びFe．24i、は粒子速度及び粒子相対質量比のいずれにも依存する

傾向が認められた。特にF。．．24i，と粒子速度及び粒子相対質量との問には良好な

相関関係が認められた。これは先にも述べたように、F。一241，は有効に利用され

る深度まで到達した粒子だけが評価されていることによると考えられる。

　皮膚内導入率及び吸収率に対する粒子速度の影響と粒子相対質量の影響を

比較すると、粒子速度の方が粒子相対質量よりも明らかに影響を及ぼしてい

ることがわかった。

　以上、これまでの検討結果から、皮膚内導入率及びF。一24｝、を決定している因
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子は主に粒子速度であることが明らかとなった。
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第ag節　本章の考察

　本章ではPIVを用いてH：eliosTM　gun　systemから噴射されて、皮膚内に導入

されるまでのIDM含有PLA　MS群の軌道を観察した。その結果、　HeliosTM　gun

systemから噴射されたIDM含有PLA　MSは瞬時に最高速度に到達し、その速

度を維持したままほぼ一直線に進行した。また、HeliosTM　gun　systemから噴射

されるXDM含有PLA　MS群の軌道を詳細に観察したところ、噴射初期の高速

なIDM含有PLA　MS群に続いて、それよりも遅れて噴射されるIDM含有PLA

MS群が観察され、このIDM含有PLA　MS群は明らかに速度が減少している

と予測された。さらに、IDM含有PLA　MSの投与量の増加で遅れて噴射され

るIDM含有PLA　MS群が多く観察され、かつ投与量の増加で導入率が減少す

ることから、このIDM含有PLA　MS群は皮膚内に導入されにくいと考えられ

た。そして、ffleliosTM　gun　systemから噴射されたIDM含有PLA　MS群が皮膚

に衝突すると、その一部のIDM含有P：LA　MS群は皮膚表面上で跳ね返される

ことが明らかとなったから、皮膚の物理化学的性質（粘弾性等）も導入率に

影響すると思われた。

　さらに、ヘリウム圧、粒子径及び投与量を変えたときの粒子速度及び粒子

質量と、IDM皮膚内導入率及びF。．24i，との関係について調べた結果、いずれの

パラメータも皮膚内導入率及びFe，24i，に影響したが、主に粒子速度が決定因子

であることが明らかとなった。加えて、前章で皮膚内導入率及びF。一241、がIDM

含有P：LA　MSの粒子径よりもヘリウム圧及び投与量依存性を示したのは、噴

射される微粒子の粒子径は主に粒子質量に影響したのに対し、噴射の駆動力

であるヘリウム圧及び噴射される微粒子の投与量は主に噴射される微粒子の

粒子速度に影響し、個々の粒子の運動エネルギーに著しく影響を及ぼしたた

めと考えられた。
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第2編　P錨醜曲囎舳蠣鵬磁総y醜囎を用いた抗原含有微粒子

　　　　　の免疫処置に関する検討

　前編において、He豊量os撹g膿systemに破裂膜を装着した新規カートリッジコ

ンテイナーを用いることで、薬物含有微粒子を皮膚内に導入することができ、

微粒子に含有させた薬物を局所及び全身送達できることを示した。また．粒

子を加速させるヘリウム圧や導入する微粒子の粒子径及び投与量を制御する

ことで、より効率的でかつ安全性の高い薬物送達が可能であることが明らか

となった。このように、本システムは医薬品をその物性に関係なく、固体の

まま皮膚内に導入できる。この最大の利点は、これまで注射以外の剤形でほ

とんど成功例のない、極微量で効果が得られる水溶性高分子のペプチドや蛋

白性医薬品、さらにはワクチンを用いた注射以外の治療を現実のものとする

可能性を秘めている47）。

　免疫療法、特にワクチン接種においては生体防御反応が投与量の依存性を

受け難いことが考えられ、このシステムでの投与に適していると考えられた。

さらに、幾つかの研究グループが、抗原を封入した微粒子を種々投与ルート

で投与すると、抗原水溶液で投与したときよりも有意に高い免疫応答を示し

33－35）、微粒子とすることでアジュバント効果が得られ、単記投与が可能となる

ばかりでなく抗原の局在化や低用量の抗原投与で免疫を可能にすることを報

告している36－38）。その上、皮膚は体内で最も外気に曝されている器官であり、

皮膚には免疫反応を開始するのに必要不可欠な抗原提示細胞であるランゲル

ハンス細胞（一般に表皮に存在）をはじめとする樹状細胞（一部真皮にも存

在）が存在し39－4］）、このシステムでの投与法は投与部位である皮膚が免疫学

的に活発な組織になると報告されている42・　43）。

　このシステムでの免疫処置を想定した場合、表皮に存在するランゲルハン

ス細胞や樹状細胞等の抗原提示細胞（antigeR　presenting　cd夏，　APC）が皮膚に侵

入した抗原を取り込み、処理して主要組織適合遺伝子複合体（maj◎r

histocompatibility　cemplex，　MHC）と共に細胞表面上に抗原ペプチドを表出す

ると、このAPCは所属リンパ節に移動する。所属リンパ節に移動したAPC
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がT細胞レセプター（T　cell　receptor，　TCR）を介してナイーブT細胞に抗原ペ

プチドを提示すると、ナイーブT細胞は活性化され、増殖して感作T細胞と

なり、一連の免疫応答が誘導されることが考えられる（Fig．28）57）。

　　　　　　　　　　画一一磁

　　　　　　　　　　ミミヨミヨ
　　　　　　　　　　6％一〇VA柚d・d既G　MS
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　以上のことから、partlcle　bombardment　systemがワクチン接種において適し

た投与方法であり、この装置であるHeliosTM　gun　systemは回転式のホルダー

を所有することから発展途上国での集団接種や家畜へのワクチン接種も可能

であると考えられた。また、従来の注射筒、注射針を用いる免疫処置（皮下

及び筋肉内注射）によって生じる、血液を介する新たな病原菌への感染、医

療廃棄物の増大、投与時の痛み等によるコンプライアンスの低下といった問

題58’60）を解決することが期待される。

　そこで本編では、モデル抗原にニワトリ卵白アルブミン（ovalbumin，　OVA）

を、マイクロスフィアの壁材料にポリ乳酸グリコール酸共重合体（poly（DL・一

lactide・・co－glycolide），　PLG（50：50，　MW。40，000－75，000））を選択して、粒子径

75一・100μmのOVA含有PLGマイクロスフィア（MS）を調製し、　particle
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bombardment　systemを用いた抗原含有微粒子の皮膚内導入が、ワクチン接種

に応用できるかどうかを検討した。また、このシステムを用いることにより

誘導される免疫応答性について検討した。本編では前編で最も効果が高かっ

た粒子径75－100脚のOVA含有PLG・MSを用いた。

第S章　⑪V：A含有PLG躍Sの皮膚内導入に関する検討

　ElcllosTiv9　gun　systemを用いてOVA含有PLG　MSをマウスに免疫処置する前

に、OVAの放出を制御する目的でマイクロスフィアの壁材料を変更したこと

や実験動物をラットからマウスに変更したことから、調製したOVA含有P：LG

MSがHdlos難gun　systemによりマウス腹部皮膚内に導入されるかどうかを確

認した。そこで、FITCで標識したOVA含有PLG　MSを調製して視覚的に確

認するとともに、皮膚内に導入されるOVA含有PLG　MS量を見積るために、

ローダミンBを含有したOVA含有PLG　MSを調製し、ローダミンBをマー

カー物質として皮膚内導入率を算出した。

第璽節　⑪VA含有PLG㎜Sの調製及び特性

　OVA含有PLG　MSはChart　2で示したように、　w／o／w　emulsioniso｝vent

evaporation　methodにて調製した61・　62）。得られたPLG　MSをステンレス製のふ

るいを用いて粒子径75400μmのOVA含有PLG　MSに分級した。　PLG　MS中

のOVA含有率は63％であり、封入効率はおよそ69％であった。

　Fig．29に調製した粒子径75－100μmのOVA含有PLG　MSの走査型電子顕微

鏡写真を示す。OVA含有P：LG　MSの形態は球形であり、その表面構造は非常

に滑らかであった（Fig．29a）。しかし、　OVA含有PLG　MSの内部構造には無

数の空隙が認められた（Fig．29b）。これはOVA含有PLG　MSを調製するのに

W／0／Wエマルションから溶媒を蒸発させて固化するため、その際に生じるジ
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クロロメタンと水との蒸発速度の差

がこのような空隙を形成したものと

考えられた。このような空隙は個々

のPLG　MSの重量を減少させるため、

皮膚内導入率を減少させることが考

えられた。

　Fig．30に粒子径75－100μmのOVA含

有PLG　MSからのin　vitro　OVA放出プ

ロファイルを示す。実験開始24時間

までに含有量の約10％が初期バース

トにより放出され、その後6週目まで、

非常にゆっくりとOVAが放出された。

さらに6週目以降、PLG　MSの崩壊に

伴う速い放出が観察され、3相性を示

した。

　この抗原放出パターンはワクチン

の接種計画に類似していたため、単

　　OVA　solution

i20mgi“50FIwatヒr｝

　　　PLC　solulio騨

i200mg　i醐3ml　CHzC』）

HornogenizAtion（1S，OOO　rpm，1min）

First
emu幽5io晒　酬！0）

Adding　first　emulsion　in　O．5010　PVAsollition

　whilestirring｛2，500　rpm，30　min）

　　Secondemutsion　（WtOfVIt）

　　　　　ウ
EvAperatien　ofthe　soLventAt　reom　temperature

　　ivhiEe　stirring（2，000　rpm，18h）

1－lartiened　PLG　MS　in　PVA　so］ution

Wnshing　in　distilied　wAter＆freeze　drying

HarvcstEd　PLG　MS

　ウ
Sieying

OVA－loadecl　PLG　MS　with7S－10e　pm　in　diAmetr

　　　　　　　　　　　　　　　　　Chart　2　Preparation　efOVA一］oaded　PLG　MS

回投与において追加免疫処置効果が得られることが期待された。

）a ）b

Fig．　29　Scanning　electron　micropheto－

gmphs　of　OVA－10aded肌G　MS　with
75－100　pm　in　diameter

a）Surface，b）lnternal　structure
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第2節　組織学的検討

　HeliosTM　gun　systemを用いてOVA含有PLG　MSで免疫処置する前に、　OVA含

有PLG　MSがHehosTM　gun　systemにより皮膚内に導入されるかどうかを共焦点

レーザー蛍光顕微鏡を用いて定性的に評価した。導入用粒子はFITCで標識し

たOVAを含有するPLG　MSをChart　2の方法に従って調製し、ステンレス製ふる

いを用いて粒子径75－100μmのFITC標識OVA含有PLG　MSを分級して用いた。

　Fig．31に粒子径75－100μmのFITC標識OVA含有PLG　MS　l．O　mgを除毛したマ

ウス腹部皮膚にヘリウム圧loo、200及び300　psiで投与した直後の共焦点レー

ザー蛍光顕微鏡による皮膚断面写真を示す。ヘリウム圧loO　psiで投与したと

き、FITC標識OVA含有PLG　MSは皮膚表面上に付着しており、皮膚内にほと

んど導入されないことが明らかとなった。ヘリウム圧を200及び300psiで投与

すると、FITC標識OVA含有PLG　MSは皮膚内に観察された。また、ヘリウム

圧を高くするにつれてFITC標UeOVA含有PLG　MSは皮膚の深部（表皮から真

皮へ）ヘシフトし、その数も増加した。これらの結果より、高いヘリウム圧

で粒子径75－100μmのFITC標識OVA含有PLG　MS　LO　mgをマウス腹部皮膚に投

与しても、前編のIDM含有PLA　MSをラットに投与したときと同様に皮膚の深

部に導入されることが定性的に明らかとなった。

）a ）b ）C

Fig．　31　Confocal　laser　microphotographs　of　the　cross－section　of　mouse

abdominal　skin　after　bombardment　of　PLG　MS　containing　FITC－labeled　OVA

with　75－100　pm　in　diameter　at　different　pressures　using　the　HeliosTM　gun　system

Helium　pressure；a）100　psi，　b）200　psi，c）300　psi

Arrows　indicate　PLG　MS　containing　FITC－labeled　OVA　with75－100　prn　in　diameter
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第3節　皮膚内導入率に関する検討

　次にHeRResTM　g囎systemにより皮膚内に導入されるOVA含有PLG　MS量を、

マーカー物質にローダミンBを選択して、Chart・2の方法に準じて調製した粒子

径75－99◎μmのローダミンBを含有したOVA含有践G　MSを澱e璽i◎sTM　gun　system

を用いて投与したときの導入率を調べた。なお、ローダミンBの含有率は0．17％

と低く、OVA含有PLG　MSの物性に影響を与えないと考えられた。データは第

1編と同様に、投与量に対する割合、つまり、皮膚内導入率として評価した。

　Flg．32に粒子径75－ioO

贈のOVA及びローダミンB

含有PLG　MS　ID　mgを

］ffeXosTM　9磁systelMを用い

てヘリウム圧rOO、200及び

3GG韓でマウス腹部皮膚に

投与した後のOVA含有PLG

MSの皮膚内導入率を示す。

OVA含有P：LG　MSの皮膚内

導入率はヘリウム圧に依存

して増加し、ヘリウム圧900

ps嚢のときの皮膚内導入率

は約5％であったが、ヘリ

ウム圧300psiのときの皮膚

内導入率は約27％であった。
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Hacl｝　data　column　represents　the　mean　and　standard　error（n＝3）．

　　　　　　　　　　　　　しかしながら、OVA含有P：LG　MSの皮膚内導入率

は第1編一班2章での粒子径75－100μmのIDM含有PLA　MS　LO　mgを種々ヘリウ

ム圧で投与した後の皮膚内導入率よりも若干低い値を示した。これは投与し

た動物による種差が認められなかったことから（data　not　shown）、マイクロス

フィアの壁材料の変更もしくは、Fig．29bで示したようにOVA含有PLG　MSの

調製時に形成されるPLG　MS内部の空隙がOVA含有PLG　MSの皮膚内導入率を

減少させたものと考えられた。これらの結果より、IDM含有PLA　MSをラット
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に投与したときより、導入性が若干落ちるものの、ヘリウム圧300pslで粒子

径75・一100μmのOVA含有PLA　MSをマウスに投与すると、定量的にも皮膚内に

導入されることが明らかとなった。

第尋節　本章の考察

　本章では、He盈ios脱gun　sys重emを用いて、モデル抗原として用いたOVAを含

有するPLG　MSをマウス腹部皮膚内に導入できるかどうかを定性的並びに定量

的に確認した。その結果、EleliosTrvi　gun　sys£emにより粒子径75－leo灘のOVA

含有PLG　MSが皮膚内に導入されることが明らかとなった。その皮膚内導入率

は9DM含有PLA　MSと比較して若干低い値を示したものの、ヘリウム圧300韓

では約30％導入された。

　以上の結果より、｝｛eKesTM　g膿systemを用いてOVA含有PLG　MSをマウス腹

部皮膚内に導入する免疫処置法により、免疫応答が賦活化されると考えられ

た。
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第2章　P麟越曲⑪鑓翻戯贈朧§y蜘醗を用いた免疫処置に関する検討

　前章において、粒子径75－100μmのOVA含有PLG　MSがparticle　bombardment

systemによりマウス腹部皮膚内に導入されることが明らかとなった。そこで

本章では、粒子径75－100μmのOVA含有PLG　MSを、　HeliosTM　gu鍛systemを用い

て皮膚内に導入することで、免疫応答が賦活化されるかどうかを検討した。

また、このシステムを用いることにより誘導される免疫応答性についても検

討した。

第9節ぬ罐d曲天孫翻贈醜§y硫鱗を用いた免疫処置による抗体応答

　本節では、HeliosTM　gun　systemを用いてOVA含有PLG　MSをマウスに投与し

た後の血清中の抗OVA　XgG抗体力価を測定することにより、このシステムを

用いた免疫処置により抗体応答の誘導が可能かどうかを検討した。前編の皮

膚内導入率及び全身送達に関する検討結果から、OVA含有P：LG　MSの粒子径は

75－100μm、マイクロスフィア投与量は1．O　mg／マウス（63　ptg　OVA／mouse）を

選択し、ヘリウム圧はiOO、200及び300　psiに設定した。また、コントロール

として従来のワクチン接種法であるOVA生理食塩液の皮下注射群（63μg

OVA／O．2　ml／mouse）、ポジティブコントロールとしてヒトでの使用が認可され

ていない強力なアジュバントであるFreund’s　complete　a（Sjuvant（FCA）をOVA

生理食塩液と乳化して皮下注射した群（FCA処置群）で免疫処置実験を行っ

た。Particle　bombardmeRtとの比較として、　HeliosTM　gun　systemを用いた免疫

処置と同様の粒子径75－100μmのOVA含有PLG　MSの懸濁液を皮下注射した群

（1．0　mg　MS／0。2　ml／mouse）及び何も免疫処置していない無処置群を設けた。

　Fig。33aに種々のOVA製剤をマウス背部皮下に注射した後の抗OVA　IgG抗体

力価の時間プロファイルを、Fig．33bにHeliosTM　gun　systernを用いて粒子径75－

100　ptmのovA含有PLG　Ms　1，0　mgをヘリウム圧100、200及び300　psiでマウス腹

部皮膚に投与した後の抗OVA　IgG抗体力価の時間プロファイルを示す。
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Each（至ata　point　represeRts電he　mlea捻3nd　staSt（lard　error（難＝・5一＄）．

　無処置群のマウスでは、抗OVA　lgG抗体力価に変化が認められなかったが、

OVA生理食塩液をマウス背部皮下に注射すると、抗OVA亙gG抗体力価は徐々

に増加し、免疫処置後6週目以降からプラトーとなった。粒子径75－ioO脚の

OVA含有PLG　MSを生理食塩液中に懸濁させて皮下注射すると、抗OVA　ggG抗

体力価は著しく増加し、OVA生理食塩液の皮下注射よりも有意に高かった。

この結果から、OVA含有2LG　MSにはアジュバント効果があると考えられた。

しかし、Fig．30で示したようなOVA放出プロファイルの特性による追加免疫

処置のような効果は観察されなかった。これはin　vltro　OVA放出実験の条件が

皮膚中での環境を忠実に再現していないことが原因と考えられる。さらに、

ポジティブコントロールであるFCAとOVA生理食塩液を乳化して皮下注射し

た群では、抗OVA　IgG抗体力価は著しく増大し、　OVA含有PLG　MS懸濁液の皮
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下注射群よりも高かった。

　一方、9ega◎s難9撒sy蹴撫を用いて粒子径754G◎購のOVA含有P：LG　MSをマ

ウス腹部皮膚内に導入した後の抗OVA麺G抗体力価は、ヘリウム圧が100　psiで

は、無処置群と同様なプロファイルを描き。抗体応答が観察されなかった。

ヘリウム圧200psiではコントロールであるOVA生理食塩液を皮下注射した群

とほぼ同等なプロファイルを示し。ヘリウム圧300韓では、OVA生理食塩液

の皮下注射群よりも免疫処置後9週目以降から有意に高い値を示した（P＜

O．05）。しかし、OVA含有PLG　MS懸濁液及びポジティブコントロールのFCA

の皮下注射群よりも低かった。このOVA含有践G　MS懸濁液の皮下注射群との

抗OVA　IgG抗体力価の差は、　OVA含有PLG　MSの皮膚内導入率の差によるもの

と考えられた。

　F重g．34にeSehosTivg．　g膿systemを用いて粒子径75・一100脚のOVA含有PLG　MS

LO　mgを種々ヘリウム圧で投与してから9週後の抗OVA　IgG抗体力価に対する

ヘリウム圧の影響を示す。抗OVA　IgG抗体力価はヘリウム圧に依存して高く

なり、ヘリウム圧300ps重ではコントロールのOVA生理食塩液の皮下注射と比

較して有意に高

い値を示した（P

〈O．05）。これら

の結果はHellosTM

gun　systemを用い

て粒子径75－100

μmのOVA含有
P：LG　MS1．O　mgを

ヘリウム圧300
psiで投与すると、

従来までのOVA

水溶液の皮下注

射と比較して効

果的に抗体応答
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を誘導することを示している。よって、本システムでのワクチン接種が抗体

応答を誘導できることを示唆している。

　Flg．35に第2編一第1章で得られたOVA含有PLG　MSの皮膚内導入率と免疫処

置後9週目の抗OVA　ggG抗体力価との関係を示す。抗OVA　IgG抗体力価はOVA

含有PLG　MSの皮膚内導入率に依存し、両者の間に相関関係が認められた（r　＝：

0。997，P＜0．05）。しかしながら、ヘリウム圧が100　pskのとき、　OVA含有PLG　MS

の皮膚内導入率が約5％であるにも関わらず、抗OVA亙gG抗体力価の増大が認

められなかった。この結果は

Flg．31aが示すように完全に

皮膚内に導入されずに皮膚表

面上に付着したようなOVA含

有PLG　MSが存在したことか

ら、この皮膚内導入率約5％

に相当する粒子が抗体応答に

寄与しなかったことが原因だ

と考えられる。さらに、直線

回帰したときにx切片（約

55％）を生じたことからも、

皮膚内に導入されても有効に

利用される領域（深度）にま

で到達しない粒子が存在する

と考えられた。
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第2節　P麟蚕d曲。璽曲躍伽e醗§y門門を用いた免疫処置による免疫応答性

　前節において、particle　bombardment　systemが粉末薬物の送達だけでなく、

皮膚を介したワクチン送達にも応用可能であり、抗体応答も誘導できること
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が示された。免疫応答は主に細胞傷害性T細胞（cytotoxkc　T　9ymph◎cyte，　CTL）、

マクロファージ（大食細胞）等を介してウイルス感染細胞・移植細胞・腫瘍

細胞の排除、細胞内寄生性細菌（結核菌など）・真菌・原虫の殺作用に働く細

胞性免疫応答とB細胞により産出される抗体を介して排除する体液性免疫応答

に大別される57）。感染細菌やウイルスの種類により必要とされる免疫応答に

差異があるが、一般的に、細胞性免疫応答の方が体液性免疫応答よりも強力

な効果を有するといわれ、現行のワクチン接種法では誘導され難いといわれ

ている57）。また、免疫処置する動物種、遺伝的な要因等により誘導される免

疫応答が異なるともいわれている57）。これら免疫応答に重要な役割を担って

いるのがT細胞であり、Flg．28のように、抗原提示細胞からナイーブT細胞が

抗原提示を受けると一連の免疫応答が開始され、この感作T細胞はやがてリン

パ節を離れ、リンパ管から胸管に入り、次いで頸部で静脈内に入り、全身循

環される。対応する抗原を提示している細胞に出会うと、そこでサイトカイ

ン産出などの反応を開始すると考えられる57）。

　また、T細胞はFig．36に示すように分化し成熟する。成熟T細胞は表面にCD4

分子を表出しているものとCD8分子を表出しているものとに大別され、　CD8

分子を表出しているT細胞（CD8丁細胞）はCTLとして機i引し、　CD4分子を表

出しているT細胞（CD4丁細胞）はB細胞が抗体を産出するのを補助したり、

異質細胞を破壊するCTLの出現を助けたり、マクロファージが殺作用を営む

ように仕向けたりするヘルパーT（Th）細胞として機能する。　CD4“丁細胞のそ

れらの補助作用は主にサイトカイン（細胞が産出し他の細胞の増殖・活性化・

分化などを誘導する蛋白）を産生してそれを相手の細胞に作用させることに

よるが、CD4T細胞にも産生するサイトカインの種類により相違があること

が明らかとなっている。つまり、インターロイキン2（IL－2）やインターフェ

ロンγ（IFN一γ）、リンホトキシン（TNF一β）を産生するTh　1細胞と1：L・・4、1：L－5、　IL－6、

IL　10、　IL－13を産生するTh2細胞及び、両方を産生するThO細胞に分類される。

CTLがIL－2の作用で誘導され、マクロファージがIFN一γやIL－2によって活性化さ

れることから、Th　1細胞は細胞性免疫応答の誘導を支持しており、一方、抗原

と反応したB細胞がIL－4、　IL－5、　IL一・10などの作用で増殖し、　IL－4、　IL－5、　IL・一6、
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夏L40、亙L43の作用を受けて抗体産生細胞に分化することから、　Th2細胞は体

液性免疫応答の誘導を支持している。また、両者は相互抑制的な関係にある、

つまり、irlzxl細胞の産生する野N一γはTM細胞の作用を抑制し，　T櫨細胞の産生

するX：し4や夏L40は丁講細胞の作用を抑制する5η。

　そこで本節では．p麟lcle　b幡駿d驚e睡systetWを用いた粒子径75400μmの

OVA含有PLG　MSでの免疫処置により誘導される免疫応答性についてコントロ

ールのOVA水溶液の皮下注射及びポジティブコントロールのOVA水溶液と

FCAの皮下注射と比較した。つまり。　Fkg。36で示したように，　Th！細胞が産生

する認N一γとTh2細胞が産生する聾4を測定し、これらのサイトカインがB細胞

に作用することにより産生される抗体、それぞれ夏gG2、と豆gGlを測定して、ヘ

ルパーT細胞応答のタイプ（Thl　or　Th2応答）を見積ることにより、細胞性免

疫応答と体液性免疫応答のどちらを優位に誘導しているのかを推察した63）。

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　¢e購謡蟹醸醗蹴雛鋸脚簸see

　　　　　　　　　　　¢wa
　　　　　　　　　　　　　　　　蹴頗v羅竈蔓灘

　　　麗磁v
　　　　　　　　　　T融璽¢¢盟　　　　　　　　　　　　露。母盟

　　　　　　　　　　Tk．2．ce盟　　　　　　　翫磁　　　璽塞E

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　騒額購醗謡蓋鵬飾弓鵬騰脚⑪鵬鐙

晒9。36　聾購書e控堤濾⑪簸蹴認f聰締出羅⑭ぼ丁磁聾
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　Fig．37に種々免疫処置後6週目にマウス脾臓細胞を摘出し、種々OVA濃度で

再刺激した後のサイトカイン産生量（a；賎一4産生量、b；IFN一・γ産生量）を示す。

OVA生理食塩液を皮下注射したコントロール群において、　IFN一γ産生量は再刺

激したOVA濃度を増大させても無処置群とほとんど同様で変化が認められな

かったが、9L－4産生量は無処置群と異なり、再刺激したoVA濃度に依存して

増加した。また、同様な傾向がHe丑1◎s灘g囎systemを用いたOVA含有PLG　MS

の免疫処置群でも認められた。一方、体液性免疫応答のみならず、細胞性免

疫応答をも誘導するといわれるFCAとOVA生理食塩液を皮下注射したポジテ

ィブコントロール群では、亙し4及びIFN一・γ産生量が無処置群と比較して再

刺激したOVAの濃度に依存して増大した64）。これらの結果から、

HellosTM　gun　sys重emを用いた粒子径75－1◎o脚のOVA含有PLG　MSの

免疫処置により誘導される免疫応答はOVA生理食塩液を皮下注射

することにより得られる免疫応答と同様なTh2優位の免疫応答、つ

まり体液性免疫応答が優位に誘導されることが推察された。一方、

FCAとOVA生理食塩液を皮下注射したポジティブコントロール群

では、Th1及びTh2型の両方の免疫応答、つまり細胞性免疫応答及

び体液性免疫応答の両方が誘導されていることが推察された。
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　次に、これらヘルパーT細胞等により産生されるIL・一4、　IFN一γ等のサイトカ

インがB細胞に作用し、B細胞から産生される抗体のうち、　Th　1細胞を経由し

て産生される抗体lgG2、とTh2細胞を経由して産生される抗体lgGlを定量するこ

とにより、さらに、HeliosTM　gun　systemを用いた粒子径75－100μmのOVA含有

PLG　MSの免疫処置により誘導される免疫応答性について検討を加えた。

　Fig．38に種々免疫処置後の血清二二ovA　Igq及びlgG2、抗体力価を示す。い

ずれの免疫処置においても抗OVA　IgG2、抗体力価よりも抗OVA　IgGl抗体力価の

方が高い値を示した。OVA生理食塩液を皮下注射したコントロール群におい
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て、抗OVA　IgGl抗体力価は増大したが、抗OVA　IgG2、抗体力価は変化しなかっ

た。また、par重ide　bombardment　systemを用いた粒子径75－100μmのOVA含有PLG

MSによる免疫処置においても、コントール群と同様な傾向を示した。一方、

FCAとOVA生理食塩液を皮下注射したポジティブコントロール群では、抗OVA

Igq抗体力価のみならず抗OVA　IgG2、抗体力価が増加した。これらの結果から、

HeliosTM　gun　sys重emを用いた粒子径75－100　pmのOVA含有PLG　MSによる免疫処

置はOVA生理食塩液の皮下注射により誘導される免疫応答と同様のTh2優位の

免疫応答、つまり体液性免疫応答が優位に誘導されていることが強く示唆さ

れた。また、体液性免疫応答のみならず細胞性免疫応答をも誘導すると報告

されているFCAとOVAをともに免疫処置したポジティブコントロール群では、

Th2型に加えてTh　1型の免疫応答も誘導されることが強く示唆された。
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suspension，瞬s．c，　injection　ofOVA　solution　with　FCA

Each　data　point　represents　the　mean　and　standard　error　（n＝＝5－8）．
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　CTL応答やTb！型の免疫応答．つまり細胞性免疫応答の誘導はウイルス及び

細胞内感染細菌の感染防御において重要な役割を担う。しかしながら、ここ

数十年間に数多く登場し、研究されているサブユニットワクチン65・　66）。病原菌

の重要なエピトープを含有した合成ペプチド67・6s吸び病原菌の抗原をコードし

た遺伝子からなるDNAワクチン69－71）等は従来までのワクチンと比較すると有

用性が認められるが、これらのワクチンを皮下及び筋肉内注射した場合、従

来のワクチンと同様にその免疫原性に制限があるという問題を提示している。

つまり、これらの結果は複製能力のない抗原を皮下及び筋肉内注射しても、

主に体液性免疫応答が誘導され、CTL応答は誘導されないことを示していた。

それゆえに、十分な感染防御免疫を誘導するために、新規ワクチン送達法や

アジュバントが必要とされる3「’）が、現在、ヒトでの使用が唯一認可されてい

るアジュバントは水酸化アルミニウムゲル（A璽慧m）のみである。A態膿は安全

性に優れているが。細胞性免疫応答誘導能に乏しく、抗体応答誘導能も比較

的弱いという欠点を有する72）。

　そこで、新規ワクチン送達法であるpa搬d¢b◎mb躍d眠搬sy謝懸によるThk型

の免疫応答の誘導のアジュバント効果が期待されたが、前節のサイトカイン

（IL－4及び亙FN・一γ）と抗OVA亙gGサブクラス（lgGl及びlgG2、）抗体力価のプロ

ファイルから、OVA生理食塩液の皮下注射と同様に主にTh2優位の免疫応答で

あることが示唆された。

　一般に、抗原提示細胞の抗原認識の違いによりCTL応答とTh応答のどちら

かを誘導することが報告されている、つまり、細胞外寄生性病原体73－75）等の外

因性抗原は抗原提示細胞にエンドサイトーシスで取込まれて、Th応答を誘導

するのに対し、細胞内寄生性病原体76‘78）や癌78・　8◎）等の内因性抗原ではCTL応答

を誘導するといわれている。また、Th1とTh2細胞のどちらが働くかには、抗

原がマクロファージによって提示されるかB細胞によって提示されるか、ThO

細胞にIL　12が働くかIL－4が働くか、抗原密度が高いか低いかなどが関係して

いて、抗原物質の性質によってそれが決定される可能性がある。それゆえ、

HeliosTM　gun　systemを用いた粒子径75400μmのOVA含有PLG　MSの免疫処置に

おいて、Th2優位の免疫応答を誘導した要因に、皮膚内に導入されるOVA含有
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P：LG　MSの粒子径により抗原提示細胞の抗原提示経路が異なる点が考えられる。

抗原提示細胞は5・・90μmと大きな細胞ではあるが、これよりもさらに大きい粒

子径75一一ioO　PtmのOVA含有PLG　MSはその粒子サイズのために、抗原提示細胞

のファゴサイトーシスによる経路は考えられず、P：LG　MSから放出されたOVA

がピノサイトーシスにより抗原提示細胞に取り込まれると考えられる。その

結果、ペプチドに分解されたOVAは主要組織適合遺伝子複合体クラスII（MHC

class　II）と共に細胞表面上に提示されると、ヘルパーT細胞がこれを認識し、

ヘルパー丁細胞応答が開始される。そして、OVAはアレルゲンであるために、

Th2優位の免疫応答を誘導したと考えられた。

第3節　本章の考察

　本章では、par驚ide　bombardme瓢sys宅emによる粒子径75・一iOO　ptmのOVA含有

PLG　MSの皮膚内導入が免疫処置方法として有用であるかどうかを評価し、

それにより誘導される免疫応答性について検討を加えた。その結果、HdiosTM

gun　systemを用いてOVA含有PLG　MS　LO　mgをヘリウム圧300　psiで免疫処

置したとき、同量のOVAを含有する生理食塩液の皮下注射したときよりも有

意に高い抗体力価を示したことから、この新規送達システムでの免疫処置が

従来の免疫処置よりも有用であることを証明した。その免疫応答性はFig．39

に示すように、OVA生理食塩液の皮下注射と同様のTh2優位の免疫応答であ

ることが判明した。その原因のひとつに、皮膚内に導入されるOVA含有PLG

MSの粒子径が大きすぎるために、　P：LG　MSから放出されたOVAが外来性抗

原としてエンドサイトーシスで抗原提示細胞に取り込まれることが考えられ

る。よって、このparticle　bombardment　systemを用いた免疫処置法をより有用

なものとするためには、このシステムを用いた免疫処置法でCTL80）やTh　r型43）

の免疫応答及び粘膜免疫応答81）を誘導できるように、装置及び微粒子の改良

を含めたシステムの改善が必要となるであろう。
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　以上の結果より、particle　bombardment　systemを用いた免疫処置法は、従来

の抗原水溶液を皮下並びに筋肉内注射する免疫処置法に取って代わる、将来

有望な免疫処置法になると考えられた。
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結論

　高速気体を利用した薬物又は薬物含有微粒子の皮内又は皮下送達システム

（particle　bombardment　system）は、粉末薬物粒子を直接皮膚内に導入できる

ため、皮膚の透過バリアーである角質層が問題とはならず、適応薬物の選択

基準がそれ自身の物理化学的な性質に左右されないばかりか薬物の安定性の

問題をも解決できる等の利点を有している。

　著者は、この皮膚内送達システム（particle　bombardment　system）の可能性

について検討した結果、以下の結論を得た。

（1）破裂膜として厚さIOμmのポリ塩化ビニルフィルムを装着した新規カー

トリッジコンテイナーを用いることで、HeliosTM　gun　systemによる粒子径数十

μmの薬物含有微粒子の皮膚内送達が可能となり、さらに微粒子の投与量を定

量的にコントロールでき、かつ簡便な投与方法であることを示した。また、

噴射後のカートリッジコンテイナー中に残存する薬物量の測定や粒子の軌道

の観察結果から、この新規カートリッジコンテイナーが粒子径数十μmの微

粒子を皮膚内に送達するのに適切に機能し、そのほとんどがカートリッジコ

ンテイナーから射出され皮膚に直線的に向かっていることを明らかにした。

これらの結果から、破裂膜を装着した新規カートリッジコンテイナーを用い

ることにより、既知量の粒子径数十μmの微粒子を安定に保持し、これら微

粒子を定量的に皮膚内に送達できることが明らかとなった。

（2）Particle　bombardmen8ystemを用いたIDM含有PLA　MSの皮膚内導入及び

IDMの全身送達に関する検討結果から、このシステムを用いることにより、

IDM含有PLA　MSを皮膚内に導入でき、さらにIDMを全身送達できることが

明らかとなった。①M皮膚内導入率はヘリウム圧及び粒子径を調節すること

で増加し、それらに依存してIDMのCmax、　AUC。一241，及びF。．241，も大きくなっ

た。より効果的なIDM皮膚内導入率、　F。．24i、及び皮膚障害性の軽減は投与量を

制御することで得られることが明らかとなった。従って、ヘリウム圧と投与
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量の適切な組み合わせにより、様々な薬物の薬理作用を発揮するのに必要と

される量を、粒子径の大きな微粒子を用いて送達できると考えられる。しか

しながら、投与量の減少は血中濃度及びAUC。．24｝、を減少させた。そこで粒子

径の大きな微粒子を用い、藍回の投与量をなるべく少量にして異なる部位に

複数回投与すると、効率的に豆DM含有PLA　MSが皮膚内に導入され、しかも

高いF罎，、C。。，、及びAUC。．241，が得られた。以上の結果から．p麟IGIe　bombaτdme醜

systemにおいて、高いヘリウム圧を用い粒子径の大きな微粒子を少ない投与

量で単回及び異なる部位に複数回投与することが、用量の異なる様々な薬物

を効率的でかっ安全に皮膚内導入及び全身送達できる方法であると考えられ

た。

（3）Plvを用いてESeliosTM　gun　systemから噴射されて、皮膚内に導入されるま

でのIDM含有PLA　MS群の軌道を観察した結果、　Heh◎sTM　gun　systemから噴

射されたのM含有PLA　MSは瞬時に最高速度に到達し、その速度を維持した

ままほぼ一直線に進行した。また、ffe99esTM　g膿systemから噴射される互DM

含有P：LA　MS群の軌道を詳細に観察したところ、噴射初期の高速なEDM含有

PLA　MS群に続いて、それよりも遅れて噴射される夏DM含有PLA　MS群が観

察され。このIDM含有PLA　MS群は明らかに速度が減少していると予測され

た。さらに、のM含有PLA　MSの投与量の増加で遅れて噴射される9DM含有

P：LA　MS群が多く観察され、かつ投与量の増加で導入率が減少することから、

このIDM含有PLA　MS群は皮膚内に導入されにくいと考えられた。そして、

E｛eliosTivi　gun　systemから噴射されたIDM含有PLA　MS群が皮膚に衝突すると、

その一部のIDM含有PLA　MS群は皮膚表面上で跳ね返されることが明らかと

なったから、皮膚の物理化学的性質（粘弾性等）も導入率に影響すると思わ

れた。

　さらに、ヘリウム圧、粒子径及び投与量を変えたときの粒子速度及び粒子

質量と、IDM皮膚内導入率及びF。．24i、との関係について調べ、　IDM含有PLA　MS

の皮膚内導入に関与する因子について検討した結果、いずれのパラメータも

皮膚内導入率及びF。．24i、に影響したが、主に粒子速度が決定因子であることが
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明らかとなった。つまり、噴射の駆動力であるヘリウム圧及び噴射される微

粒子の投与量は主に噴射される微粒子の粒子速度に影響し、一方、噴射され

る微粒子の粒子径は主に粒子質量に影響して、それぞれ粒子個々の運動エネ

ルギーに影響し、結果的に微粒子の皮膚内導入率及びF。一241、に対して影響を及

ぼしていると考えられ、その影響は粒子質量よりもむしろ、粒子速度の方が

大きいことが明らかとなった。

（4）Particle　bombardment　systemを用いた抗原含有微粒子の皮膚内導入が免疫処

置方法として有用であるかどうかを検討した結果、粒子径75－IOOμmのOVA

含有PLG　MS　1．O　mgをヘリウム圧300　psiで免疫処置したとき、同量のOVA

を含有する生理食塩液の皮下注射したときよりも有意に高い抗体力価を示し

たことから、この新規送達システムでの免疫処置が従来の免疫処置よりも有

用であることを証明した。また、このシステムを用いることにより誘導され

る免疫応答性について検討した結果、その免疫応答性はOVA生理食塩液の皮

下注射と同様のTh2優位の免疫応答であることが明らかとなった。従って、

このpar宅icle　bombardme凱systemを用いた免疫処置法により、　CTLやTh　1型の

免疫応答及び粘膜免疫応答を誘導できるようになれば、このシステムを用い

た免疫処置法は、従来の抗原水溶液を皮下並びに筋肉内注射する免疫処置法

に取って代わる、将来有望な免疫処置法になると考えられた。

　以上、高速気体を利用した薬物含有微粒子の皮膚内送達について論じた。

particle　bombardment　systemは、種々の薬物を固体微粒子化して、ヘリウム圧、

微粒子の粒子径及び投与量を調節することにより、皮膚内及び全身に送達す

るのに非常に有用であり、これまで経皮吸収型製剤の開発が断念されていた

薬物においても十分応用可能であると考えられた。また、薬物の放出を制御

することによる投与回数の減少や自己投与が可能な点においても、新規薬物

送達法として期待されると思われる。

　本研究では遺伝子銃を代用してこの新規薬物送達法に関する基礎的なデー

タを与えたが、今後装置や導入する微粒子等を改善することで、特に皮膚吸
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収性の低い水溶性高分子医薬品（ペプチド及び蛋白性医薬晶、ワクチン）等

への応用が期待される新規薬物送達システムになると考えられる。
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実験の部

第豊編　実験の部

第9章

（1）実験材料

　フルオレセインイソチオシアネート（FITC）標識ポリスチレンマイクロス

フィア（平均粒子径45μm）はPolysciences，　Inc．（Warrington，　PA，　USA）から

購入した。ローダミン6Gは和光純薬工業株式会社（大阪）から購入した。

ポリ塩化ビニルフィルム（破裂膜、厚さ10μm）は日立化成フィルテック株

式会社（東京）から購入した。その他の試薬は市販の特級又は1級品を用い

た。

（2）実験動物

　雄i生WBN／ILA一二ヘアレスラット（体重240－290　g）は城西大学生命科学セ

ンター（埼玉）から得た。

（3）HehosTM　gun　systemを用いた微粒子（マイクロスフィア）の皮膚内送達法

　カートリッジコンテイナー内に既知量の薬物含有微粒子を保持するために、

新規カートリッジコンテイナーを破裂膜、ステンレス製チューブ（長さ15mm、

内径2mrn）及びステンレス製リング（長さ5mm、内径2mm、外径3　mm）

を用いて組み立てた。破裂膜にはポリ塩化ビニルフィルム（厚さ10μm）を

用いた。破裂膜をステンレス製チューブとリングの問に挟み、ステンレス製

チューブの底に破裂膜を装着させた。その中に既知量の微粒子（マイクロス

フィア）（0．5、1．0及び3．Omg）を充填した。微粒子を充填したカートリッジ

コンテイナーを12個の穴を持つカートリッジホルダーにそれぞれ納めた。そ

のカートリッジホルダーを、ヘリウムガス（純度99．9999％）ボンベに接続し

たH：eliosTM　gene　gun　system（HeliosTM　gun　system；Bio－Rad　Laboratories，　Richmond，
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CA，　USA）にセットした。そのボンベに取り付けたHell◎s腿g鞭system専用

のレギュレーターによりヘリウム圧を9◎0、200及び30G　pslに設定した。そ

の装置先端のバレルライナーのスペイサー部分（直径約25mm）を動物（ラ

ット及びマウス）の皮膚に垂直になるようにあてがい、トリガーボタンを引

いて微粒子を皮膚に噴射した。そのときヘリウムガスのメインバルブが開き

破裂膜が容易に破裂してカートリッジコンテイナー内の微粒子が高速に加速

され皮膚に向かって進行する。

（4）共焦点レーザー蛍光顕微鏡を用いた組織学的実験法

　ウレタン麻酔下（1mg／kgψ．）雄性ヘアレスラットの腹部のうぶ毛を除毛

した。第豆編一軍璽章（3）と同様に、破裂膜を装着したカートリッジコンテイ

ナーにHTC標識ポリスチレンマイクロスフィア（平均粒子径45μm）3．O　mg

を充填しホルダーにセットした後、Heh◎s脳g聡systemを除毛した腹部にあて

がった。H磁os腿9醗sys篭emをヘリウム圧！00、209及び300　pslで作動し、ポ

リスチレンマイクロスフィアを皮膚に向かって噴射した直後に。噴射部位皮

膚約5cm2（直径25　mm）を摘出し、一20℃に保った凍結切片作製機i（Microtoeee

Cryostat，　Damon／lce　DivaslOit，　MA，　USA）内に入れ凍結させた。凍結皮膚を

Tlssue－Teck⑧（S誼磁a　Fl糠。曲射cal　CG。，L敏T◎kyo，ぬpaゆでテーブルに固定し，

厚さ約30μmの深さ方向に垂直な皮膚断面切片を調製した。得られた切片を

スライドガラス上に固定した後、α5mMローダミン6Gを添加して皮膚を染

色した。HTC標識ポリスチレンマイクロスフィア及びローダミン6Gの蛍光

をそれぞれ励起波長488ftm及び514　itm、蛍光波長515　nm及び550　Rmを用

いて共焦点レーザー蛍光顕微鏡（C：LSM，　MRC－600　Lasersharp　System，　Bio－Rad

：Laborateries，　Richmond，　CA，　USA）で観察した。画像データはComos　software

（Bio－Rad・Laboratories）を用いてコンピュータ処理した。
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第Xl章

（D実験材料

　インドメタシン（IDM）は和光純薬工業株式会社（大阪）から購入した。

ポリーL一乳酸（PLA）（MW．　abt．10，000）はナカライテスク株式会社（京都）か

ら購入した。p一ヒドロキシ安息香酸n一ヘキシルは東京化成工業株式会社（東

京）から購入した。破裂膜は第1編一管1章と同様なもの用いた。その他の

試薬は市販の特級又は1級品を用いた。

（2）実験動物

　第1編一第1章と同様の動物を用いた。

（3）亙DM含有PLA　MSの調製

　○／Wsdve鍍evap◎藤。簸methodにて調製し

た。豆DM（100　mg）とP：LA（300　mg）をジ

クロロメタン（CH2C豆2、3mDに溶解させ、

その溶液を氷冷下のO．5％ポリビニルアル

コール（PVA）水溶液（150　m1）中に2，500　mpm

で撹絆しながら加えた。その混合溶液を室

温、2，000　rpmで25分間撹即した後、37℃、

1，000rpmで5時問撹搾して徐々にジクロロ

メタンを蒸発させ、PLAをマイクロスフィ

アとして固化させた。固化したIDM含有

PLA　MSを3，500　mpmで遠心分離し、上清を

　　　　葺）乱A縫織d難）M
　　　　童獄1）lchlorome甑縁ne

e．f　‘Z，　Polyvinyl　Alcohol

麟霧．鮒A即鯉齪麗s露。副preparaSIOit

oぎ麗）M一藝。猟嚢ed　PfuA　MS

除去後、蒸留水で6回洗浄した。洗浄したPLA　MSを凍結乾燥後、得られた

PLA　MSをステンレス製のふるいを用いて粒子径20－38、44－53及び75400μm

に分級した。
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（4）IDM含有PLA　MSの形状の観察

　調製したIDM含有PLA　MSをイオンコーター（B－3、　Elk◎）で白金一パラ

ジウム蒸着した後（蒸着条件；真空度0腿Tonr．以下、照射電流0．65　mA、照

射時間35min）、走査型電子顕微鏡（X－650、日立製作所株式会社）下で観察：

した。

（5）IDM含有PLA　MSの平均粒子径（体積一重量平均）の測定

　分級した各粒子サイズ範囲のIDM含有PLA　MSをそれぞれスライドガラス

に均一に分散させた後、光学顕微鏡（AEg－2、オリンパス光学工業株式会社）

下で観察し適当と思われる箇所の写真を丁数枚撮った。その撮影したPLA　MS

を無作為に200－250個抽出して粒子径を測定することにより平均粒子径（体

積一重量平均）を算出した。

（6）PLA　MS中のIDM含有率の測定

　IDM含有PLA　MSを正確に5mg量り取り、アセトン（5　m1）に溶解させた。

その溶液をアセトニトリルで希釈し、総容量を50m1とした。その溶液中ののM

量をHPLCにより測定し、　PLA　MS中ののM含有率を算出した。

（7）IDMの放出実験

　IDM含有PLA　MSを正確に5mg量り取り、

これにpH：7．4リン酸緩衝液（PBS）7．5　mlを

添加して水浴で37℃に保ち、マグネティック

スターラー（マルチスターラー、サイニクス

株式会社、東京）にて同町した。経時的にサ

ンプル（200μDを採取し、細孔0．45脚のフ

ィルター　（MiUex⑧，　MiUipore　Corporatgon，

Bedford，　MA，　USA）を用いてろ過した。液量

Me語

PLA銭薩S葦縄P｝至7．4　P露S

S藪rrcr

麟霧．轟　A紳翻戯鵬臨諭v量重聡
盟）Mere置ease窪es重

を一定に保つためその都度同量のpH　7．4　PBSを補充した。そのサンプル中の

IDM量をHPLCにより測定し、　IDM放出量を算出した。
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（8）IDM含有P：LA　MSの皮膚内送達法

　ウレタン麻酔下（1mg／kgψ，）雄性ヘアレスラットの腹部のうぶ毛を除毛

した。第1編一面1章（3）と同様に、破裂膜を装着したカートリッジコンテイ

ナーにIDM含有PLA　MS（粒子径20－38、44－53及び75－100μm）0．5、1。0及

び3．O　mgを充填しホルダーにセットした後、　HeliosTM　gun　systemを除毛した

腹部にあてがった。HeKosTM　gun　systemをヘリウム圧100、200及び30e　psiで

作動し、IDM含有PLA　MSを皮膚に向かって噴射した。

（9）IDM皮膚内導入率の測定

　上記のように、IDM含有PLA　MSを噴射した直後に、噴射部位皮膚約5cm2

（直径25mm）を摘出した。摘出した皮膚表面を生理食塩液（pH　7．2）で洗

浄し、pH　7．4　PBS　25又は5．O　m豆を添加してホモジナイザー（POLYTRON⑧PT

3000，KINEMATICA　AG，　SwitzerlaRd）を用いて氷冷下15，000　rpmで5分間ホ

モジナイズした。その皮膚ホモジネートにアセトンとアセトニトリルを1：4

の割合で添加し、総容量を7．5又は15．Omlとした。その混合溶液を撹絆した

後、4QC、18，000　x　gで5分間遠心分離して上清を採取し、サンプルとした。

そのサンプル中のIDM量をHPLCにより測定した。　IDM皮膚内導入率は次式

により算出した。

　　　　　　　　　　　　　　皮膚申の総IDM量
IDM皮膚内導入率（％）　：　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　X　100

　　　　　　　　　　　　　　　1DMの充填量

ここでIDMの充填量とはカートリッジコンテイナーに充填したPLA　MS中の

IDM含量を示す。

（10）IDM含有PLA　MSの複数回投与法及びIDM皮膚内導入率の測定

　ウレタン麻酔下（1mg／kg　i．p．）雄陛ヘアレスラットの腹部のうぶ毛を除毛

した。第1編一尺1章（3）と同様に、破裂膜を装着した各々のカートリッジコ

ンテイナーに粒子径75400脚のIDM含有PLAMS　LO　mgをそれぞれ充填し

ホルダーにセットした後、HeliosTM　gun　systemを除毛した腹部にあてがった。

HeliosTM　gun　systemをヘリウム圧300　psiで作動し、　IDM含有PLA・MSを異な
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る3個所の皮膚に向かって噴射した。

　噴射部位皮膚（直径25mm、面積5cm2が3つ）を噴射直後に摘出し、そ

の後の処置は第1編一第2章（7）の手順で行った。但し、皮膚は15．0麟のpH　7．4

PBSでホモジナイズし、アセトンーアセトニトリル（g14）を添加して総容

量を45．Om塁とした。

（1D噴射後のカートリッジコンテイナー内の9DM残存率の測定

　のM含有PLA　MS（粒子径20－38、44－53及び75－100騨）3。O　mgをffeSlosTM

gun　systemを用いて噴射した後、カートリッジコンテイナーを取り出し、こ

れをpH　7．4PBS　LO　ml中に添加し、37℃で9時間インキュベートした。そ

の上清を細孔0．45μmのフィルター（Mi99ex⑧，　M羅porc　Corpor癩。捻，　Bedf雛d，　MA，

USA）を用いてろ過し、そのろ液中の豆DM量をHPLCにより測定した。夏DM

残存率は次式により算出した。

　　　　　　　　　　　噴射後カートリッジ内の総IDM量
　IDM残存率（％）　＝＝　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　x　loe
　　　　　　　　　　　　　　　IDMの充填量

（12）IDMの定量法

　採取したサンプルに同量の内部標準物質を含有させたアセトニトリル溶液

を添加し混合した。その溶液（50400μDをH：P：LCに注入した。用いた鯉：LC

システムは、粘液ユニット（：LC40AS、島津製作所、京都）、紫外分光光度計

（SPD－6A、島津製作所、京都）、システムコントローラー（SC：L－10A、島津

製作所、京都）、カラムオーブン（CTO－10A、島津製作所、京都）、オートイ

ンジェクター（SI：L－10AXL、島津製作所、京都）に逆相分離カラムを装着し、

クロマトパック（C－R6A、島津製作所、京都）、を用いてピーク面積法で解析

した。定量条件をTable　10に示した。

”77一



Tabie　10　EffPLC　condition　for　l］DM

Co豆umn

Co亙um電emp．

Detection

Mobile　phase

F｝ow　rate

gnterAal　stavedard

Inertsii　ODS－2　（5　ptm，　4．6　x　250　mm）

4e　oc

UV　262　nm

O．1　O／e　phospholic　acid　：　Acetonitriie　＝　45　：　55

1．2　ml／min

p－hydroxybenzoic　acid　hexyg　ester

（13）皮膚障害性（紅斑）の評価

　第1編一第2章（8）、（10）と同様にして、IDM含有PLA　MS（粒子径20－38、

44－53及び75－100μm）0．5、1．0及び3．O　mgをHeliosTM　gun　systemを用いて、

ヘリウム圧100・2QO及び300　psiでヘアレスラット腹部皮膚に向かって噴射

した。1時間後、皮膚の紅斑をTable　3で示したDraize　scoreにより評価した。

また、そのときのヘアレスラット腹部皮膚写真をデジタルカメラ（Fine　pix　700，

FOjif　lm，　Japan）を用いて撮影した。

（14）統計処理

　各処置丁丁の統計処理は一元配置分散分析法（one－way　ANOVA）を用いて

分析した後、Fisher’s　pairing　t－testを用いて分析した。　Draize　scoreに対するヘ

リウム圧、粒子径及び投与量の影響を統計学的に処置するために、Friedman　tes重

を用いて分析した。危険率（P）が0．05以下のときを有意差があるとみなし

た。

第3章

（1）実験材料

　第1編一第2章と同様のものを用いた。9DM含有PLA　MSは第1編一第2

章（3）で調製したものを用いた。
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（2）実験動物

　第1編一第1章と同様の動物を用いた。

（3）IDM溶液の静脈内投与

　ウレタン麻酔下（lmg／kgψ．）雄性ヘアレスラットの右回静脈内に豆DMを

pH　7．4　PBSに溶解させた溶液（投与量0．25　mg／kg）を注射筒及び注射針を用

いて投与した。

（4）IDM溶液の皮内投与

　ウレタン麻酔下（1mg／kgψ．）雄性ヘアレスラットの腹部の皮内に9DMを

pH：7。4　PBSに溶解させた溶液（投与量0．1mg／kg）25　P　lを注射筒及び注射針を

用いて投与した。

（5）IDM含有PLA　MSの皮膚内送達法

　第1編一歩2章（8）、（10）と同様の方法で行った。

（6）血漿サンプルの採取

　経時的に左頸静脈から採血（02mi）を行い、4℃、13，600　rpmで5分間遠

心分離した後、血漿サンプルを得た。得られた血漿サンプルを測定するまで

一20℃で保存した。IDMの血中濃度をHPLCにより測定した。

（6）血漿中のIDMの定量

　採取した血漿サンプルに2倍量の内部標準物質（p一ヒドロキシ安息香酸n一

ヘキシル）を含有させたアセトニトリル溶液を添加し混合した。4℃、13，600　rpm

で5分間遠心分離して除蛋白し、その上清（200μDをHPLCに注入した。HPLC

のシステムと定量条件は第1編一第2章G2）と同様。

（7）データ解析

　血漿データは非線形最小二乗法（algerithm：Damp重ng　Gauss－Newton　meth◎d）
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を用いて解析した。qmax及びTmaxはIDM血中濃度一時間曲線から求め、　AUC

は台形公式trapezoidal　ruleで求めた。

　皮内投与に対する相対的バイオアベイラビリティ（［IF’o．24h）は次式により求

めた。

　　　　AtLIS932EurlzCbombardoa4h／DOS¢bombard　x　loo
Fe一一24h　＝

　　　　　AVC，．．．　o．24h　／　Dose，，，，

ここで、AUCb。。b。，d。．241，及びAUC，．c．　O－241，はそれぞれparticle　bombardment及び皮

内投与後24時間までのIDM血中濃度一時間曲線下面積を示し、　Doseb。mb、，d及

びDose，．c．はそれぞれparticle　bombardmeRt及び皮内投与におけるIDM投与量

（mg／kg　weight）を示す。

　静脈内投与及び皮内投与後の消失パラメータを非線形最小二乗法（algorithm：

Dampi捻g　Gauss－Newto鍛method）を用い、2一コンパートメントモデルにあては

め算出した。両者の消失パラメータはほぼ同等であったので（Tabie　7）、particle

bombardment後のIDMの吸収速度定数（lc、）及び吸収プロファイルを皮内投

与後の消失パラメータを用いてデコンボリューション法より算出した。Particle

bombardment後のIDMの最大吸収速度（MAR．）を吸収プロファイルの傾きか

ら得た。そのプロファイルの傾きは10分問隔で算出した。

　統計処理はStudent’s・t－testを用いて分析した。危険率（P）がO．05以下のと

きを有意差があるとみなした。

第羅章

（1）実験材料

　第1編一第3章と同様のものを用いた。

（2）実験動物

　第1編一第1章と同様のものを用いた。
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（3）IDM含有PLA　MSの皮膚内送達法

　第1編一第2章（8）と同様に行った。

（4）粒子軌道の観察

　Flg。16に示したように、　He蓋iosTM　g撒systemから噴射される超音速な微粒子

群の通路に光源を照らし、種々粒子径（29－38、44－53及び75－100購）の亙DM

含有PLA　MS（05、1。0及び3．G　mg）をヘリウム圧100、200及び300　ps重で噴

射した。HeliosTM　9UR　systemから噴射される超音速な微粒子群からの散乱光を

1秒間に40，500コマの撮影が可能な高速度カメラ（FASTCAM一三轍aギ，　Ph◎treA

cα，Japan）を用いて撮影しビデオテープに記録した。

（5）粒子速度の測定

　得られた噴射微粒子群の高速度画像（写真）から2照明問（第1と第2の

照明）の微粒子群の先端像から局所変位ベクトル及び粒子速度を2照明間の

時間差と画像の倍率を考慮して求めた。粒子速度は皮膚衝突付近の速度で表

示した。

（6）噴射後の皮膚表面の観察

　ウレタン麻酔下（1mg／kg　l．p．）雄性ヘアレスラットのうぶ毛を除毛した腹

部に、粒子径75－100蝉のIDM含有PLA　MS　3．O　mgをHel沁s磁gu簸sys愛emを

用いてヘリウム圧300psiで皮膚に向かって噴射した。その直後に、噴射部位

皮膚5cm2（直径25　mm）を摘出し、　pH　7．4　PBSで洗浄した後、10％中性緩

衝ホルマリン液（pH　7．4）中で固定した。固定した皮膚組織をデシケーター

内で3日間乾燥した後に、さちに臨界点乾燥装置（HCP－2、日立製作所）で

乾燥した。その皮膚組織をイオンコーターαB－3、Elko）によるコーティン

グを行った後に、走査型電子顕微鏡（X－650、日立製作所株式会社）により観

察した。
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（7）統計処理

　統計処理はStude簸t’s撹estを用いて分析した。危険率（P）が0．05以下のと

きを有意差があるとみなした。

第2編　実験の部

第9章

（1）実験材料

　Ovalbumin憾b“m沁，　chicken　egg；Grade　V）、ポリーDL一乳酸グリコール酸共重

合体（50：50，M．W　a90，000－75，000）及びFruend’s　complete　a（恥van重はSigma

CkePaicai　Co．（St．　Louis，　MO，　USA）から購入した。　Rhodamine：BはAidrich

chemlcal　company，　Inc．（Milwa｝2kee，　WI，　USA）から購入した。　Bicinchoninic　acid

（BCA）protein　assay　kStはPIERCE（Rockfbrd，1：L，　USA）から購入した。Fiuorescein

isothiocyanate（FITC）、ドデシル硫酸ナトリウム、水酸化ナトリウムは和光純

薬工業株式会社（大阪）から購入した。破裂膜は第1選一第1章と同様とし

た。その他の試薬は市販の特級又は1級品を用いた。

（2）実験動物

　雌性BALB／cマウス（10週齢）は東京実験動物株式会社（東京）から購入し

た。

（3）OVA含有PLG・MSの調製

　w／o／wemulsion／solvent　evaporation　methodにて調製した。　OVA水溶液（20　mg

in　50μl　water）をPLG溶液（200　mg　in　3　ml　CH2C12）に加えて、氷冷下でホモ

ジナイザー（Ultra－Turrax⑧，　IKA－Labortechnik，　Germany）を用いて15，000　rpm、
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1分間乳化しw／◎エマルションを調製した。そのw／oエマルションを氷冷下

の05％PVA水溶液（約100　mi）中に2，500　rpmで撹搾しながら加え、　w／o／w

エマルションを調製した。氷冷感2，500　rpmで30分間撹搾後、室温、2，000　rpm

で18時間六六して徐々に溶媒を蒸発させ、マイクロスフィアを固化した。固

化したOVA含有PLG　MSを3，500　rpmで遠心分離して上清を除去した。その

後、蒸留水で6回洗浄した後、凍結乾燥した。得られたPLG　MSをステンレ

ス製のふるいを用いて粒子径75400μmに分級した。

（4）OVA含有PLG　MSの形状の観察

　第1編一言2章（4）と同様に行った。但し、OVA含有PLG　MSの内部の観察

は、カミソリを用いてOVA含有PLG　MSの断面を露出させた後に同様に行っ

た。

（5）OVA含有PLG　MS中のOVA含有率の測定

　PLG・MSを正確に5　mg量り取り、5％ドデシル硫酸ナトリウム含有O．！N水

酸化ナトリウム水溶液（5％SDS－0．1NNaOH水溶液）を加えてOVA含有PLG

MSを溶解した。その溶液中OVA量をBCA　p縦eぬassay　ki童を用いて測定し、

OVA含有率を算出した。

（6）PLG　MSからのOVA放出実験

　OVA含有PLG　MSを正確に5mg量り、これにpH　7．4　PBS　LO　m1を加えた。

この懸濁液を37℃、100　rpmで水平方向に振り混ぜた。経時的に37℃、2，000　rpm、

3分間遠心分離して上清（601．tl）を採取した。液量を一定に保っためその都

度同量のpH7．4　PBsを加えた。採取した上清中のovA量をBcA　protein　assay　k重t

を用いて測定し、OVA放出量を算出した。

（7）FITC標識化OVAの調製

　FITC及びOVAを濃度がそれぞれ0．2及び20　mg／mlとなるように、それぞ

れ05mM　bicarbonate－carbonate緩衝液に溶解させた。それぞれの溶液50　m1を
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混合し、4℃で1晩撹搾した。よく洗浄した後、4℃で1晩精製水に浸けてお

いた透析膜（Seamless　CeUulose　Tubing、分画分子量12，000－14，000、三光純薬

株式会社、東京）内にこの混合溶液を移し、これを3：しの0．5mM　b叢carb◎nate－

carbonate緩衝液中で6日間、精製水離で4日間、4℃で透析し、未反応のHTC

を取り除いた。なお、外液は1日越に交換した。この透析熱中のFITC標識化

OVA溶液を凍結乾燥してHTC標識化OVAを得た。

（8）HTC標識化OVA含有PLG　MSの調製

　第2一一第1章（3）と同様な方法で調製した。OVA　20　mgの代わりにFITC

標識化OVA　8　mgとOVA　12　rngを用いた。

（9）OVA含有PLG　MSの皮膚内導入法

　エーテル吸入麻酔下雌性BA：LB／cマウスの除毛した腹部に粒子径75－100μm

のOVA含有PLG　MS　1．O　mgをHehos撹gun　sys毛emを用いて、ヘリウム圧100、

200及び300psiで皮膚に噴射した。

（10）共焦点レーザー蛍光顕微鏡を用いた組織学的実験：法

　第1編一期1章（4）と同様の方法で行った。但し、rhodamine　6G水溶液は0．1

mMの濃度で使用した。

（11）Rhodamine　B及びOVA含有PLG　MSの調製

　第2編一第1章（3）と同様な方法で調製した。但し、PLG溶液（200　mg　in　3　ml

CH：2Ci2）にrhodamine　B　i．8mgを添加して調製した。

（12）PLG　MS中のrhodamine　B含有率の測定

　P：LG　MSを正確に5mg量り取り、5％SDS－O．1NNaOH水溶液を加えてOVA

含有PLG　MSを溶解した。その溶液をメタノールで50倍希釈した。その溶液

中のrhodamine　Bの蛍光強度を励起波長515　nm、蛍光波長555　nmで、蛍光分

光光度計（RF－5000、島津製作所、京都）を用いて測定し、　rhodamine　B含有
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率を算出した。

（13）Rhodamine　B皮膚内導入率の測定

　第2編一第1章（9）で示した方法で、粒子径75－rOOμmのrhedamgne　B及び

OVA含有PLG　MS　X◎mgをヘリウム圧100、2◎O及び30◎psiで皮膚に噴射し

た。その直後に、噴射部位皮膚約5cm2（直径25　mm）を摘出した。摘出した

皮膚表面を生理食塩液（pH　72）で洗浄し、　pH　7．4　PBS　2。0認を添加してホモ

ジナイザー（Heidolph　DXAX　609，　He重dd曲cO．，　Ge］㎜囎y）を用いて氷冷下13500

rpmで5分間ホモジナイズした。その皮膚ホモジネートに10％SDS－0．2　NNaOH

水溶液を加え総容量を60mlとし、一晩概絆してPLG　MSを完全に溶解させ

た。その混合溶液に2倍容量のメタノールを添加し擁搾して除蛋白した後、4℃、

18，000xgで5分間遠心分離して上清を採取しサンプルとした。そのサンプル

中のrh◎damine　Bの蛍光強度を第2編一第1章（12）と同様な方法で測定し、

rhoda擁ne　B皮膚内導入率を次式により算出した。

　　　　　　　　　　　　　　　　　皮膚中の総rbo舩翻n¢B量
Rhodam麹B皮膚内導入率（％）　＝　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　x　loe
　　　　　　　　　　　　　　　　　fhodam沁e　Bの充填量

ここでrhodamine　Bの充填量とはカートリッジコンテイナーに充填したPLG

MS中のrh◎damine　B含量を示す。

（14）統計処理

　第1編一第4章（7）と同様の方法で行った。

第2章

（1）実験材料

　Horseradish－peroxidase　（HRP）一labe｝ed　geat　anti－meuse　lgG　（Gamma），　KPR－

labeled　rabbit　anti－mouse　IgGi，　H：PR4abeled　rabb重t　anti－mouse　IgG2、はZymed

Laboratories　lnc．（San　Francisco，　CA，　USA）から購入した。3，3’，5，5”一
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tetramethylbenzidine（TMB）peroxldase　EIA　substrate　kitはBio－Rad：Laborat◎ries

（Hercules，　CA，　USA）から購入した。　RPMU　640培地（レグルタミン、　H：EPES含

有）、2一メルカプト晶出ノール、ペニシリンーストレプトマイシン、トリパン

ブルー染色液はGI：BCO　BR：L（Rockv蓋He，　MD，　USA）から購入した。ウシ胎児血

清（FBS）は旭テクノグラス株式会社（船橋、千葉）から購入した。Mouse　cytokine

（1：L－4日目kd亙FN一γ）E：L亙SA　kits（Cy宅oscreenτM：EL亙SA　k重ts）はBioSource　Internatiofia1，

Inc．（camariuo，　cA，　usA）から購入した。ovA含有PLG　Msは第2編一第1章（3）

で調製したものを用いた。破裂膜は第i編一第1章と同様のもの用いた。そ

の他の試薬は市販の特級品を用いた。

（2）実験動物

　第2編一第1章（2）と同様の動物を用いた。

（3）免疫処置法

　粒子径75－100μmのOVA含有PLG　MS　LO　mgをHehosTM　gun　systemにセッ

トし、雌性BALB／cマウス（10週齢）の除毛した腹部皮膚にその装置の先端

のスペイサー（直径約25mm）をあてがい、ヘリウム圧100、200又は300　psi

でOVA含有PLG　MSを噴射した。また、比較として同量のOVAを含有する

OVA生理食塩液（63μg／0．2　ml）及び粒子径75－100μmのOVA含有PLG　MS

を0．1％カルボキシメチルセルロースナトリウム（CMC－Na）生理食塩液に懸

濁させたもの（1．0　mg／02　mDを注射針、、注射筒を用いてマウス背部皮下に注

射した。Positive　centrolとして、　Fruend’s　complete　a（加vantをOVA生理食塩液

と1：1の割合で乳化し背部皮下に注射した（63μg／02ml）。また、無処置群

を設けた。

（4）血清の採取

　免疫処置してから経時的にマウス尾静脈から採血（0．1一　O．2・ml）し、室温で

4時間、4℃で一晩放置した後、4℃、13，600rpmで5分間遠心分離して血清を

分離・採取した。ELISA法で抗体測定するまで得られた血清サンプルを一80℃
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で凍結、保存した。

（5）抗OVA　lgG，　lgGIJgG2、の測定83）

　EUSA法にて血清中の抗OVA　IgG，　IgGi，互gG2、を測定した。　OVAを0．95　M

bicarbonate－carboftate緩衝液（pH　9．6）に溶解し（10　ng／ml）、この溶液を96－we99

のELISA　plate（旭テクノグラス株式会社、船橋、千葉）に加え（100圃weの、

4℃で一晩コーテングした。そのptateをaO5％Tween　20を含有する0．01　M　BS

（pH　7．2）（PBST）で3回洗浄した後、血清サンプルをPBSTで希釈し、各ウ

ェルに蔓00μずつ添加して室温で一晩インキュベートした。その幽総をPBST

で3回洗浄した後、PBSTで2000倍に希釈したHPR－9abeRed　goat　knt9－mouse　lgG

（Gamma）or　EKPR－labeled　rabb貢ant量一mouse夏gGi　or　HPR一豆abe璽ed　rabb量t　a飢重一搬ouse

IgG2、　antibodyを各ウェルにioOμ1ずつ加えて室温で2時間インキュベートし

た。そのplateをPBSTで4回洗浄した後、　TMB　peroxldase：EIA　subs戯e　sol濾on

を各ウェルに100μ1ずつ加えて室温で20－30分間インキュベートし，発色さ

せた。次に1N硫酸を各ウェルに100蝉ずつ加えて発色を停止させた。

Mul重lskan⑧Asce搬　（Labsystems，｝lelsinki，　F羅a簸d）を用いて各ウェルの吸光度

を450nmで測定した。データは抗体力価として表記し、それは450　scmでの

吸光度がO．25を示す血清希釈度の逆数と定義した。

（6）　Cytokine　assay84）

　種々免疫処置後6週目にマウス脾臓を摘出、洗浄し、スライドガラスを用

いて脾細胞を10％非等化FBS、50　U／m1ペニシリン、50μg／m1ストレプトマイ

シン及び55μM『2一メルカプトエタノールを含有したRPMI1640培地中に浮

遊させた。その浮遊液をナイロンメッシュ（170メッシュ（100購）、日本ベ

クトン・ディッキンソン株式会社、東京）でろ過した後、静置して結合組織

を沈澱、除去した。その後、トリパンブルー染色液及び血球計算盤を用いて

lx107　cel藍s／mlの脾細胞浮遊液を調製した。この骨細胞浮遊液を96－we11　Multl一一

well　plate（旭テクノグラス株式会社、船橋、千葉）の各ウェルに100　Pt1ずつ

添加した（lx106　cells／we11）。各ウェルに種々濃度のOVAを含有したRPMII640
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培地をiOO坦ずつ添加し、最終的にOVA濃度を0、100、500及び1000μg／mレweU

とした。これを37℃、5％CO2で48時間培養した後、上清を採取して上清中

のIL4及びIFN一γ産生量をCytoscreeがM　imm慧蕪oassay　k蓋t（Mouse　I：L－4，　Mouse

IFN一γ）を用いて測定した。測定はそのKgtのProtocol　bookietの指示に従って

行った。

（7）統計処理

　第1編一第4章（7）と同様の方法で行った。
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